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ABREVIATIONS 

 

 

 

   

CD  Cellules Dendritiques 

TIR   Domaine Toll/Interleukin-1 receptor 

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

ERK  Extracellular related kinase 

GPI  Glycosylphosphatidyl inositol 

IL-10 Interleukin-10 

LPS  Lipopolysaccharide 

MR  Mannose Receptor 

NK  Cell Natural Killer 

MAPK Mitogen activated protein kinase 

PAMPs  Pathogen Associated Molecular Patterns  

PBS  Phosphate Buffer Saline 

PKC  Protein kinase C 

PLM  Phospholipomannane 

PRR  Pattern recognition receptor 

TLRs Toll Like Receptors 
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INTRODUCTION 

 

Depuis la fin des années 80, l'incidence croissante des mycoses opportunistes 

est une des caractéristiques de l'évolution des pathologies infectieuses dans les pays 

à haut niveau de vie. 

Le principal agent responsable est la levure Candida albicans à l’origine d’une 

grande variété de pathologies. La pathogénie des candidoses est fondée sur une série 

dynamique d'évènements qui opposent l'expression de composants de la levure à la 

réponse immune naturelle et adaptative de l'hôte. Il n'existe pas de réels facteurs de 

virulence chez Candida, mais un ensemble de propriétés adaptives, qui sur un 

terrain favorable déplacent l'équilibre saprophyte/pathogène. C. albicans exprime 

des "sensors" lui permettant d'évaluer son environnement (pH, température, matrice 

cellulaire et protéique) responsables de cette adaptation rapide. 

 Plusieurs études ont montré que la présence des phagocytes était nécessaire 

pour juguler le développement et surtout la dissémination de C. albicans. Le 

macrophage, notamment, intervient à plusieurs niveaux : la phagocytose, la 

microbicidie, la régulation de la réponse immunitaire et la présentation d'antigènes. 

Il joue en effet un rôle central dans l'orientation et l'évolution de la réponse immune. 

En fonction des cytokines et autres médiateurs immunologiques qu'il produit, une 

réponse cellulaire (Th1) ou humorale (Th2) est privilégiée. 

 Parallèlement, il a été montré cliniquement et expérimentalement, que C. 

albicans pouvait influencer la réponse de son hôte en la dérégulant à son profit. En 

ce qui concerne la réponse macrophagique, Candida est capable de la neutraliser et 

d'échapper ainsi à son pouvoir phagocytaire. Bien que peu de données 

expérimentales existent sur les signaux de transduction induits par C. albicans, des 

études ont permis de mettre en évidence une induction par les levures de 

phosphorylation de différentes protéines macrophagiques sur des résidus tyrosine. 

 

 Les objectifs de notre travail étaient d’étudier le(s) rôle(s) des différents 

glycannes pariétaux de C. albicans et de Saccharomyces cerevisiae dans l’induction 

et dans la régulation de la réponse immune. 
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GENERALITES 

 

I.   Les Candidoses  

 

A. Généralités 

Les candidoses sont des infections opportunistes cosmopolites dues à des 

levures du genre Candida. Il en existe environ 166 espèces. 

Cependant, seule une dizaine d'entre-elles est capable d’envahir les tissus 

superficiels et profonds de l’hôte.  

La transition saprophyte-pathogène s’opère lorsque le « terrain » devient 

favorable. 

A titre d'exemple, elle peut se produire suite à une baisse des défenses immunitaires 

de l’hôte, locales ou générales, ou à la présence de certains facteurs favorisants, tels 

que la transpiration, la grossesse, une antibiothérapie, etc. permettant ainsi la 

multiplication des levures.  

L’espèce la plus pathogène est Candida albicans, suivie de, C. glabrata, C. 

tropicalis, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. krusei, C. rugosa, 

etc (Odds, 2000, Gutierrez, et al., 2002, Segal, 2005, Tortorano, et al., 2006, Pfaller 

& Diekema, 2007, Del Palacio, et al., 2009, Garcia-Agudo & Garcia-Martos, 2009, 

Odds, 2010). 

 

Candida est responsable de pathologies polymorphes :  

- Les candidoses cutanées sont des affections bénignes, rencontrées au niveau de 

tous les grands plis (intertrigos), au niveau des ongles (onyxis), et dans des zones 

anatomiques sensibles à l’humidité et la macération (l’aine, les aisselles, les zones 

interdigitales, et sur les tissus brûlés ou écorchés). 

 

- Les candidoses muqueuses sont les formes les plus souvent rencontrées. Elles 

touchent toutes les tranches d’âge ainsi que toutes les catégories sociales : de la 

candidose buccale du nourrisson (muguet, perlèche…), à la candidose génito-

urinaire (75% des femmes présenteront un ou plusieurs épisodes de candidose vulvo-

vaginale simple ou récidivante) (Fidel, 2005) en passant par la candidose 

œsophagienne, fréquente chez les patients sidéens. 

te
l-0

04
93

70
8,

 v
er

si
on

 1
 - 

21
 J

un
 2

01
0



 12 

Les signes cliniques suffisent souvent à diagnostiquer ces candidoses. Les 

lésions superficielles présentent un aspect caractéristique et le prélèvement du 

champignon permet son identification. Toutefois, elles se révèlent parfois difficiles à 

traiter par les thérapeutiques actuelles (polyènes et dérivés azolés) car les symptômes 

sont majorés par des réactions immunopathologiques, même en présence de faibles 

quantités de levures. De plus, les causes de récidive, parmi lesquelles figurent les 

médicaments (cures répétées d’antibiotiques), les œstrogènes, les corticoïdes et 

immunosuppresseurs, la contraception par stérilet ou diaphragme, sont nombreuses 

(Clark & Hajjeh, 2002, Richardson, 2005, Conde-Rosa, et al., 2010, Rodriguez, et 

al., 2010). 

 

- Les candidoses systémiques et disséminées (candidoses profondes) sont les 

plus graves et posent un réel problème. Ces infections affectent le plus souvent des 

patients hospitalisés, dont la prise en charge est lourde (greffés, cancéreux, 

prématurés…). Les espèces du genre Candida sont au 4
ème

 rang des agents infectieux 

isolés en milieu hospitalier. Elles sont responsables d’un taux de mortalité 

directement attribuable d’environ 40% (Wenzel, 1995, Edmond, et al., 1999, 

Bougnoux, et al., 2008, Gomez, et al., 2009). 

Les candidoses profondes peuvent être d’origine endogène (Nucci & Anaissie, 

2001, Galvan, 2006), c'est-à-dire consécutives au passage vers le sang et les organes 

profonds de levures ayant colonisé des sites digestifs et/ou génito-urinaires.  

Elles peuvent aussi être la conséquence de contaminations nosocomiales 

"exogènes", souvent chez des patients porteurs de cathéters intra-vasculaires 

(produits de perfusion, transmission manuportée) (Blumberg, et al., 2001, Galvan, 

2006, Leroy, et al., 2009). 

Les facteurs de risque de candidoses systémiques sont nombreux : neutropénie 

prolongée, allogreffe et autogreffe de moelle, corticothérapie, chirurgie digestive 

lourde, réanimation, prématurité, brûlures étendues, … (Dixon, et al., 1996, Garber, 

2001, Tortorano, et al., 2004, Peman, et al., 2005 , Pfaller & Diekema, 2007 , 

Conde-Rosa, et al., 2010). Candida peut infecter tous les organes : reins, cœur, 

poumons, yeux, système nerveux, conduisant à un pronostic fatal dans 30-40% des 

cas (Edmond, et al., 1999, Pagano, et al., 2006). 
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Le diagnostic des candidoses profondes est difficile à établir du fait de signes 

cliniques non caractéristiques, de difficultés à poser un diagnostic biologique, 

menant fréquemment à des prescriptions empiriques. L'hémoculture est la méthode 

de référence pour le diagnostic de candidoses systémiques. L’isolement d’un 

microbe n’est pas toujours significatif de sa pathogénicité et, en particulier pour les 

levures, la mise en évidence de sa présence par hémoculture reste délicate. Des 

efforts considérables ont été consentis pour le développement d'autres méthodes de 

détection ou de mise en évidence d'une infection. Ainsi la détection des antigènes 

et/ou de métabolites de la levure par analyse sérologique, ou la détection de l'ADN 

spécifique par la méthode PCR, ont été mises en place (Westhead & McLain, 1964, 

Matthews & Burnie, 1988, Kohno, 1991, Buckley, et al., 1992, Herent, et al., 1992, 

Sendid, et al., 1999, Sendid, et al., 2002, Sendid, et al., 2003, Sendid, et al., 2004)  

 

 

B. Les étapes de la transition colonisation/infection 

 

C. albicans possède des adhésines de surface et des ligands interagissant avec des 

récepteurs de l’hôte, ainsi que des affinités pour de nombreuses protéines de l’hôte 

(fibronectine, fibrinogène, le C3d, C3bi, la laminine).  

Ces propriétés d’adhérence lui permettent de coloniser de nombreux tissus et organes. 

Cette étape est indispensable pour le développement des infections à C. albicans. Les 

mécanismes exacts mis en jeu lors de ce processus sont mal connus. Différentes études ont 

montré que la capacité de C. albicans à former des tubes germinatifs serait impliquée dans 

le processus d’adhérence. D’autre part, la levure possède une grande capacité d’adaptation : 

pH, sécrétions et flore bactérienne résidente (Poulain, 2003). La colonisation par C. 

albicans est tributaire de l’état de santé du patient. Celle-ci augmente avec la sévérité de la 

maladie et est fonction de la durée d’hospitalisation. 

 

1- L’invasion tissulaire 

La croissance de la forme filamenteuse, ainsi que son aptitude à digérer les tissus de 

l’hôte par la sécrétion d’enzymes hydrolytiques, va permettre à C. albicans de pénétrer dans 

les tissus et de s’y multiplier. 
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L’invasion tissulaire conduit au développement des candidoses profondes via une 

rupture des barrières mécaniques et/ou une altération de l’immunité de l’hôte (Calderone & 

Fonzi, 2001). 

 

2- La dissémination hématogène 

Selon l’évolution de l’invasion, C. albicans peut s’infiltrer jusqu’aux vaisseaux 

sanguins et lymphatiques, puis s’y disséminer sous forme levure. A ce stade de l’infection, 

la mortalité directement attribuable est de 40% (Tortorano, et al., 2006). 

L’hémoculture est le test de référence d’infection pour les candidoses systémiques. 

Cependant, seuls 20 à 50 % des prélèvements sont positifs (Einsele, et al., 1997, Poulain, 

2000, Poulain, 2003, Honderlick, et al., 2007). 

 

3- La multiplication tissulaire 

C. albicans quitte la circulation sanguine pour coloniser des tissus et organes.  

L’organe cible résulte de la pathologie primaire du patient.   

A titre d’exemple, chez des patients neutropéniques, C. albicans se réinstalle dans la rate et 

le foie. Il est capable d’envahir tous les tissus humains (Pittet, et al., 1994). 
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II. C. albicans  

 

A. Caractères généraux des levures 

 

 Les Candida appartiennent au phylum des Ascomycètes de la classe des 

Saccharomycètes, de l’ordre des Saccharomycetales et du groupe des Saccharomycètes 

mitosporiques (Calderone, 2002).  

Ce genre se compose d’environs 200 espèces de levures se distinguant par leur capacité 

d’assimilation de certains composants, la composition polysaccharidique de leur paroi 

cellulaire, et par leur capacité à présenter différentes morphologies (Kirsch, et al., 1990, 

Barnett, 2000). 

Les espèces les plus fréquemment rencontrées chez l’homme sont C. albicans, C. glabrata, 

C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei (Odds, 2000, Gutierrez, et al., 2002, Segal, 2005 , 

Tortorano, et al., 2006, Pfaller & Diekema, 2007, Del Palacio, et al., 2009, Odds, 2010) 

 

 C. albicans est une levure unicellulaire ovale (3 à 10µm) non encapsulée. Elle 

possède tous les organites classiques des eucaryotes, se multiplie par bourgeonnement de la 

blastospore à un apex particulier de la cellule, donnant naissance à une blastospore fille se 

détachant de la cellule mère. Elle comporte un noyau diploïde contenant huit chromosomes. 

Ce champignon est dimorphique. En effet, en fonction des conditions environnementales 

(de culture, de pH, de température), il peut prendre une forme plus allongée, cylindrique, 

appelée mycélium ou pseudomycélium (Fig 2). 

 Chez l’homme, la fréquence de portage de C. albicans varie selon les modalités de 

prélèvement, l’âge et l’état physiologique des sujets. C. albicans est isolé dans la cavité 

buccale de 2 à 70 % des individus adultes et présent dans les selles chez 8 à 20 % d’adultes 

(Odds, et al., 1988). 
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B. Organisation cellulaire 

 

 

1- Les organites cytoplasmiques 

Le cytoplasme de Candida contient les organites retrouvés chez les cellules 

eucaryotes : un noyau, une double membrane nucléaire, des mitochondries, des inclusions 

lipidiques… 

Il possède un système vacuolo-vésiculaire important, variant selon les phases du cycle 

cellulaire, et qui est impliqué dans l’élaboration de la paroi (Manning & Mitchell, 1980). 

C. albicans est un organisme diploïde possédant 8 paires de chromosomes, le plus grand 

étant appelé R, les suivants étant numérotés de 1 à 7 selon une taille décroissante. Son 

génome correspond approximativement à 16 Mb (haploïde) et code environ 6400 gènes. Le 

code génétique de C. albicans possède une particularité : le codon CUG code pour une 

sérine et non pour une leucine (Santos, et al., 1993). 

 

2- Membrane plasmique  

Constituée de deux feuillets membranaires, la membrane plasmique a un rôle de 

transport actif d’acides aminés, d’oses et de différents ions, ainsi qu’un rôle passif dans la 

régulation de flux moléculaires, servant à maintenir la pression osmotique.  

Cette membrane est également impliquée dans le processus de transport des molécules et de 

biosynthèse des constituants de la paroi. Il y siège ainsi de nombreuses enzymes comme les 

chitines synthases, les glucanes synthases, les glycosyl et mannosyl transférases, les 

ATPases et les phospholipases.  

A  
 

Figure 1 : A : Schémas des différentes morphologies de C. albicans.  B : C. albicans  observé en 

microscopie optique (x40). 

B 
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La membrane plasmique est recouverte d’une paroi qui donne à la cellule sa forme et sa 

stabilité mécanique.  

 

3- La paroi 

 La paroi et ses constituants (Fig 3) jouent un rôle important dans les mécanismes de 

reconnaissance de la levure par l’hôte (Poulain & Jouault, 2004, Jouault, et al., 2009). En 

effet, elle est le point de contact/d’échange avec l’hôte, mais aussi de communication avec 

l’extérieur. C’est un déterminant antigénique puissant responsable de l’adhérence de la 

levure à l’hôte (Calderone, 1993, Chaffin, et al., 1998, Sundstrom, 2002, Gozalbo, et al., 

2004, Ruiz-Herrera, et al., 2006). 

C’est une structure complexe et dynamique représentant 15 à 20% du poids sec de la 

cellule. Sa composition particulière lui fournit une protection contre les agressions 

physiques, chimiques, biologiques, et détermine sa morphologie. Elle est formée en grande 

partie de polysaccharides (90%), protéines et lipides (Reiss, et al., 1992). 

 

Plusieurs couches ont été identifiées :  

- Une couche interne constituée de mannoprotéines enzymatiques et structurales  

- Une couche intermédiaire composée de β-glucanes et de chitine (Klis, 1994), ainsi que de 

protéines ancrées GPI et de protéines Pir (Proteins with Internal Repeats) (Kapteyn, et al., 

1999). 

- Une couche externe formée de mannoprotéines enzymatiques, structurales, du 

phosphopeptidomannane (PPM ou mannane) et du phospholipomannane (PLM) (Poulain, et 

al., 2002).  

 

La levure est capable de modifier l’organisation de sa paroi en fonction de son 

environnement et des différentes phases de son cycle cellulaire (Smits, et al., 2001). 
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Figure 2 : Représentation schématique de la paroi de C. albicans adaptée de Smits, et al. 2001 par D. 

Poulain. 

 

Un réseau de polysaccharides liés par des liaisons covalentes est responsable de la 

résistance chimique et mécanique de la paroi. Il est constitué de chitine (  ) dans les 

couches les plus profondes, de β-1,3 glucanes plus ( ) ou moins ( ) denses et de β-

1,6 glucanes ( ) dans les couches intermédiaires.  

 A ce réseau sont associées des protéines ( ), également liées de manière covalente. 

Il en existe deux types : les protéines dont un résidu d’ancrage GPI ( ) est associé aux β-

1,6 glucanes (protéines Pga-Prodicted GPI-anchored proteins), et les protéines dites pir 

(proteins with internal repeats) associées aux β-1,3 glucanes. 

Certaines protéines sont très probablement reliées entre-elles par des ponts disulfures (S-S). 

D’ailleurs, la paroi est le lieu de transit de nombreuses protéines enzymatiques sécrétées, 

alors que plusieurs rapports font état de la présence de protéines considérées comme 

cytoplasmiques, décrites comme « sécrétées de manière non conventionnelle ». 

La surface de la paroi est recouverte de phosphopeptidomannanne (PPM) non lié de 

manière covalente.  

 A la manière du PPM, mais de façon moins importante, la très grande majorité des 

protéines pariétales de S. cerevisiae et de C. albicans fait l’objet de modifications post-
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traductionnelles, leur associant des α-mannosides par des liaisons N ou O-glycosidiques, 

représentées sur ce schéma en rouge ( ) 

 Conjointement à ces alpha-mannosyls, C. albicans est capable de synthétiser des β-

mannosyls représentés sur ce schéma en vert ( ). Ces béta-mannosyls sont associés 

concurremment aux alpha-mannosyls dans le PPM, tandis qu’ils sont exprimés de manière 

élective dans un glycolipide sécrété et associé de manière non covalente à la surface 

pariétale dénommé phospholipomannane (PLM) (Trinel, et al., 1993). 

 

4- La chitine et les β-glucanes 

 La chitine (0,6 à 2,7% du poids sec de la paroi) est un polysaccharide linéaire formé 

de plus de 200 à 400 unités de N-acétylglucosamine liées par des ponts β-1,4. Les chaînes 

de chitine sont associées entre-elles pour constituer des microfibrilles. Sa distribution au 

sein du squelette pariétal est aléatoire et varie en fonction du cycle cellulaire (Braun & 

Calderone, 1978).  

Ainsi, la chitine est retrouvée lors de la formation des septa pendant la croissance du 

bourgeon et sa séparation. Elle a un rôle important dans la réparation des dommages de la 

paroi (Kapteyn, et al., 2000). 

 La chitine est associée à un réseau de glucanes. Ceux-ci sont constitués de résidus de 

glucose liés en β-1,3 et en β-1,6, représentant 48 à 60% du poids sec de la paroi (Bishop, 

1960, Gozalbo, et al., 2004). La chitine et les β-glucanes sont ainsi à l’origine d’un réseau 

très dense, déterminant la forme de la cellule ainsi que sa rigidité. 

Des associations entre les β-glucanes et des glycoprotéines enzymatiques, telles que 

l’invertase, ou des liaisons covalentes au sein de la paroi entre les résidus mannose du core 

des ancres GPI et les β-1,6 glucanes ont été mises en évidence. 

 

5- Les mannoprotéines 

 Les mannoprotéines (30 à 40% de la paroi) déterminent les propriétés de surface, 

permettant à C. albicans d’adhérer aux tissus de l’hôte (Chaffin, et al., 1998).  

Elles peuvent être structurales, participant au maintien du squelette cellulaire par leur 

association avec la chitine et les β-glucanes (Kapteyn, et al., 2000).  
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 Deux types de protéines pariétales sont retrouvés :  

- les protéines liées aux β-1,3 glucanes par  l’intermédiaire d’une molécule β-1,6 glucanes 

via une ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol)  

- les protéines Pir (Protein with internal repeats) branchées directement aux β-1,3glucanes 

 Les mannoprotéines peuvent aussi être enzymatiques (hydrolases, lipases), 

contribuant à l’élaboration et aux modifications de la paroi, ou permettant la digestion des 

substrats dont la cellule a besoin pour sa croissance. Elles possèdent également une fonction 

majeure dans les processus de transition morphologique (Ruiz-Herrera, et al., 2006). 

 

6- Le phosphopeptidomannane 

 La couche la plus externe de la paroi est formée par le phosphopeptidomannane ou 

mannane (Fig 4). Cet édifice complexe de masse moléculaire élevée, associe des mannoses 

et du phosphate à des protéines dites matricielles, intégrées de manière non covalente à la 

paroi.  

Cet enchaînement complexe de résidus mannosidiques est associé à des protéines par des 

liaisons O-glycosidiques ou N-glycosidiques (Suzuki, 1991).  
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Figure 3 : Schéma de la structure du mannane de C. albicans 

 

 Au sein des structures N-glycosylées, on distingue deux fractions d’oligomannosides 

en fonction de leur sensibilité à l’hydrolyse acide. 

La première, appelée « acide stable », car résistante à l’HCl, est constituée d’une chaîne 

linéaire de résidus de mannose liés en  α-1,6, sur lesquels sont branchées des chaînes 

latérales de mannose liés en α-1,2, parfois en α-1,3 (Suzuki, et al., 1982) ou β-1,2 (Shibata, 

et al., 1985). 

Le sérotype de souches de C. albicans est déterminé par la présence (sérotype A) ou 

l’absence (sérotype B) de ces résidus mannose terminaux liés en β-1,2, appelés antigène 6 

(Suzuki, 1995). 

A cette fraction stable est liée par l’intermédiaire d’une liaison phosphodiester, une fraction 

« acide labile », sensible à l’HCl, formée d’une chaîne de mannoses liés en β-1,2 (Suzuki, 

1991, Trinel, et al., 1997) (Fig 5). 

 

7- Les lipides et glycolipides 

 La paroi possède aussi une composante lipidique (7% du poids sec de la paroi),  

regroupant des phospholipides, des triglycérides et des stérols (Ghannoum, et al., 1987).  

Ils ont un rôle important dans la signalisation cellulaire et l’élaboration de la paroi. Parmi 

ceux-ci, le phospholipomannane (Fig 5) est un glycolipide de structure originale dont la 

te
l-0

04
93

70
8,

 v
er

si
on

 1
 - 

21
 J

un
 2

01
0



 22 

copule polysaccharidique présente exclusivement des -1,2 oligomannosides (Trinel, et al., 

1993, Trinel, et al., 1999).  

 Sa partie glycannique est constituée d’une chaîne linéaire de 2 à 18 résidus de -1,2 

oligomannosides. Sa partie lipidique est formée d’une phytosphingosine (C18 ou C20) 

associée à un acide gras C24-C26 hydroxylé ou non.  

La composition de la fraction lipidique est dépendante de la température (Trinel, et al., 

2002). Le degré de polymérisation de la fraction glycannique est spécifique du sérotype de 

la souche de C. albicans (Trinel, et al., 2002, Trinel, et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                        Figure 4 : Structure schématique du phospholipomanne (PLM) de C. albicans 

 

 

Cette structure lui confère des propriétés hydrophiles lui permettant de diffuser dans la 

paroi (Poulain, et al., 2002). 

L’analyse du PLM de différentes souches de Candida a montré que ce glycolipide n’est 

exprimé que chez C. albicans et C. tropicalis, les deux espèces les plus pathogènes du genre 

Candida (Cantelli, et al., 1995). 
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III. Mécanismes de pathogénicité de C. albicans  

 

A. Rôle de la paroi de C. albicans 

 

La paroi de C. albicans est le point de contact principal avec l’hôte. Son implication 

dans la pathogénicité est manifeste. 

La couche externe de la paroi de C. albicans est constituée du mannane et de 

mannoprotéines,  formant un matériel dense visible en microscopie électronique et constitué 

d’appendices fibrillaires. Les glycoprotéines présentes sur les fibrilles fournissent le contact 

initial entre C. albicans et son hôte (Tokunaga, et al., 1990), ou à des protéines de celui-ci 

comme le fibrinogène, les fragments du complément (Gelfand, et al., 1978, Tokunaga, et 

al., 1990, Han, et al., 2001, Tsoni, et al., 2009). 

Des travaux (Yu, et al., 1994, Yu, et al., 1994) ont démontré que ces fibrilles 

interviennent dans l’adhérence de C. albicans en se liant à un récepteur lipidique, le 

glycosphingolipide lactosylcéramide, présent au niveau des cellules épithéliales buccales. 

L'épitope présent sur les fibrilles, agissant dans la liaison aux récepteurs cellulaires, est 

identique à celui présent au niveau des pili de la bactérie Pseudomonas aeruginosa. Celui-ci 

joue un rôle dans l'adhérence de cette bactérie aux cellules épithéliales buccales humaines 

(Lee, et al., 1996, Yu, et al., 1996).  

Beaucoup d’autres composés fongiques de la paroi ont été trouvés comme étant 

impliqués dans les premières étapes de l’infection. Par exemple, le déterminant spécifique 

du sérotype A, le facteur 6, est impliqué dans l’adhérence de la levure aux cellules 

épithéliales et endothéliales (Hostetter, 1994). Des travaux montrent qu’un mutant délété 

pour cet épitope adhère plus difficilement sur des cellules épithéliales (Miyakawa, et al., 

1989, Miyakawa, et al., 1992). 

 

Outre ces glycoprotéines, le mannane (Boxx, et al., , Kanbe, et al., 1993, Kanbe & 

Cutler, 1994), les mannoprotéines (Li & Cutler, 1993), des structures de type 

glycosphingolipide (Yu, et al., 1994, Yu, et al., 1994), des composants de nature lipidique 

(Ghannoum, et al., 1987), mais aussi la chitine ont été directement impliqués dans la 

pathogénèse de C. albicans. 
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B. Facteurs associés à la virulence de C. albicans 

 

1.Le dimorphisme  

La transition morphologique entre la forme levure et le mycélium est l’un des facteurs 

de virulence le plus étudié chez C. albicans. Elle dépend de facteurs environnementaux tels 

que le pH, la température et la source de carbone  (van Burik & Magee, 2001). La protéine 

Efg1p tient un rôle majeur dans le contrôle de cette transition (Gozalbo, et al., 2004). 

Des études ont démontré qu’une relation existait entre transition levure-mycélium et 

virulence. En effet, c’est grâce à la forme mycélienne que C. albicans échappe aux 

macrophages lors de la phagocytose contrairement à S. cerevisiae qui est éliminé (Lorenz & 

Fink, 2002). Un double mutant atc1Delta/atc1Delta dont la capacité à former des hyphes est 

réduite est moins virulent que les souches parentales et hétérozygotes dans un modèle murin 

de candidose systémique (Pedreno, et al., 2007). 

De plus, des travaux réalisés par Lo et al indiquent que les deux formes sont liées à la 

pathogénèse. Des mutants incapables de « switching » soit sous forme levure (Cph1, Efg1 

ou la cycline Hgc1),  ou inversement soit sous aspect filament (n'exprimant  pas le 

répresseur Tup1) sont avirulents chez la souris et plus sensibles à l’endocytose par les 

macrophages (Lo, et al., 1997, Marcil, et al., 2002, Zheng & Wang, 2004, Bastidas & 

Heitman, 2009). 

Cependant, le dimorphisme n’est pas un facteur de virulence « en soi » mais est fort 

probablement associé à d’autres. 

 

2.Adhérence 

L’une des étapes importante lors de l’infection et la colonisation par C. albicans est 

son adhérence aux cellules et tissus de l’hôte.  

C. albicans est capable de se fixer à de nombreux types cellulaires via les adhésines comme 

les cellules épithéliales, endothéliales (Fu, et al., 1998, Zhao, et al., 2004, Lima-Neto, et al., 

2009) et les plaquettes (Robert, et al., 1991). Il est aussi doué pour s’attacher à certaines 

protéines de l’hôte dont le complément (Calderone, 1993), la fibronectine (Klotz, et al., 

1994), le fibrinogène (Annaix, et al., 1990) ou encore sur des matériaux inertes (Douglas, 

2003, Gedik & Ozkan, 2009, Kurtulmus, et al.) tels que des prothèses et des cathéters. 
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Des systèmes complexes d’interaction de type ligand-récepteur, des mécanismes non 

spécifiques mettant en jeu l’hydrophobicité de la levure, ou du support et les liaisons 

électrostatiques ont pu être mis en évidence. 

Les adhésines regroupent des molécules multiples et diverses. Ce sont majoritairement des 

mannoprotéines : 

- Des protéines de type lectinique : (Critchley & Douglas, 1987, Brassart, et al., 1991) des 

lectines de la paroi fongique se lient à des glycoprotéines de surface des cellules 

épithéliales, contenant du fucose ou de la N-acétyl-D-glucosamine. En effet, l’adhérence de 

C. albicans à des cellules épithéliales peut être partiellement inhibée lorsque les levures 

sont pré-incubées avec du fucose, de la N-acétyl-D-glucosamine, ou avec des lectines qui 

reconnaissent un de ces deux sucres (Tosh & Douglas, 1992).  

- Des protéines de type intégrine et des protéines RGD (présentant une séquence consensus 

Arginine, Glycine, Acide aspartique) 

Parmi celles-ci,  la famille des ALS (Agglutinin-like sequence) (Hoyer, 2001, Hoyer, 

et al., 2001, Hoyer & Hecht, 2001, Hoyer, et al., 2008) a été mise en évidence, 

particulièrement les adhésines Als1p et Als3p permettant l’adhérence de C. albicans aux 

cellules endothéliales vasculaires et aux cellules épithéliales buccales (Fu, et al., 1998, 

Zhao, et al., 2004, Phan, et al., 2007). L'adhésine Hwp1 de C. albicans s'est également 

révélée importante lors d'infections des muqueuses buccales et oesophagiennes (Balish, et 

al., 2001, Sundstrom, 2002), et l’adhésine Camp65p jouerait un rôle crucial lors d’infection 

vaginale (Bromuro, et al., 1994, Nisini, et al., 2001), ainsi que dans l’adhérence à un 

support inerte (De Bernardis, et al., 2007, Sandini, et al., 2007). 

 

3.Enzymes hydrolytiques et autres protéines 

L’implication de protéases dans le processus d’adhérence a été particulièrement 

étudiée chez C. albicans, notamment les aspatyl protéinases ou SAPs. D’autres enzymes 

sont sécrétées comme les phospholipases (PLs) et les lipases (LIPs). 

 

Les aspatyl protéinases  

Cette famille comporte dix membres dont les Sap1-8, sécrétées dans l’espace 

extracellulaire et les Sap9-10, attachées à la paroi par une ancre GPI.  
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Ces isoenzymes ont une activité optimale à pH acide et sont inhibées par la pepstatine. 

Chacune des Saps est régulée différemment en fonction des conditions physiologiques et 

environnementales (Hube, 2000). 

 Leur activité protéolytique n’a été retrouvée in vitro que chez des souches pathogènes de 

Candida : C. albicans, C. tropicalis (Monod, et al., 1994, Zaugg, et al., 2001), C. 

dubliniensis (Gilfillan, et al., 1998), C. parapsilosis  (de Viragh, et al., 1993, Fusek, et al., 

1993). 

De nombreux travaux indiquent qu’elles ont un rôle prépondérant dans différents aspects du 

processus infectieux (Hube & Naglik, 2001, Naglik, et al., 2003, Schaller, et al., 2005). 

Sap2 est impliquée dans la dégradation de la matrice extracellulaire et les protéines de 

surface de l’hôte telles que le collagène, la laminine, la fibronectine ainsi que des protéines 

inflammatoires telles que la lactoferrine, les IgA (Hube, 1996, Beausejour, et al., 1998). 

Schaller et al. ont montré dans un modèle in vitro de candidose buccale utilisant un 

épithélium humain reconstruit, que Sap1, Sap2 et Sap3 mais pas les Sap4, 5, 6, étaient 

impliquées dans les premières étapes de la pénétration des surfaces muqueuses et dans 

l’induction des dommages tissulaires (Schaller, et al., 1999, Schaller, et al., 2000, Schaller, 

et al., 2003, Schaller, et al., 2003). 

L’utilisation d’anticorps monoclonaux humains dirigés à la fois contre Sap2 et contre 

l’adhésine Camp65p a permis d’inhiber complètement l’adhérence des levures à des 

cellules épithéliales vaginales de rat cultivées in vitro. Ces anticorps utilisés en lavement, 

dans un but préventif et curatif, se sont avérés aussi efficaces in vivo que le fluconazole, 

dans un modèle de vaginite chez le rat (De Bernardis, et al., 2007). 

 

Les phospholipases : 

Les phospholipases sont des enzymes ayant la capacité d’hydrolyser une ou plusieurs 

liaisons ester des glycérophospholipides.  

Différentes sous-classes de phospholipases ont été caractérisées chez C. albicans : PLA 

(Banno, et al., 1985), PLB (Barrett-Bee, et al., 1985, Hoover, et al., 1998), PLC (Pugh & 

Cawson, 1977) et PLD (Hube, et al., 2001). La principale activité phospholipasique est 

attribuée à PLB.  

Les fonctions des phospholipases durant une infection à C. albicans ne sont pas précisément 

connues, mais sont impliquées dans la pénétration de différentes cellules de l’hôte (Pugh & 

Cawson, 1977, Ma, et al., 2009), l’adhérence aux cellules épithéliales (Barrett-Bee, et al., 
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1985), l’invasion d’un épithélium oral humain reconstitué (Jayatilake, et al., 2005) et peut 

être dans l’interaction avec les voies de transduction de l’hôte (Filler, et al., 1991, Schaller, 

et al., 2005). 

 

Les lipases 

L’activité lipasique extracellulaire des espèces pathogènes de Candida a été décrite 

par Werner et al. (Werner, 1966). Une estérase sécrétée a été caractérisée plus tard par 

Tsuboi et al. (Tsuboi, et al., 1996). 

Les lipases sont caractérisées par leur capacité à catalyser l’hydrolyse des liaisons ester des 

mono-, di- et triacylglycérols et même des phospholipides. Ces protéines sont codées par 

une famille de gènes constituée d’au moins dix membres (LIP1-10). Des travaux ont montré 

que les lipases sont plus ou moins exprimées en fonction des conditions environnementales 

(Hube, 2000, Hube, et al., 2000), de l’origine et du stade de l’infection (Stehr, et al., 2004). 

Il a été montré qu’elles étaient impliquées dans la pathogénèse de C. albicans (Gacser, et 

al., 2007, Paraje, et al., 2009).  

 

4.« switching » ou phénotype alternatif 

C. albicans est capable de changer son phénotype en transformant l’aspect de ces 

colonies (Soll, 1992). En effet, un changement réversible s’opérant fréquemment s’effectue 

pour mener dans 99,9% des cas à un phénotype standard dit « smooth » (colonies blanches), 

et dans 0,001% à un phénotype original dit « opaque » (grandes colonies grises) (Slutsky, et 

al., 1987). 

Le phénotype « opaque » présente des différences au niveau des propriétés de surface, 

de l’expression de certains gènes codant pour des molécules considérées comme facteur de 

virulence, ou impliqués dans la susceptibilité aux antifongiques azolés et à sensibilité 

accrue à la température (Slutsky, et al., 1987, Soll, et al., 2003). 

De plus, Kvaal et al ont montré que ces levures colonisent plus efficacement  la peau que 

les levures avec un phénotype « smooth », dans un modèle murin d’infection cutanée, et 

que les souches isolées de patients présentent une plus grande fréquence de « switching » 

que les souches commensales (Kvaal, et al., 1999). 

Cette apparition de phénotypes alternés programmés est importante au niveau de la 

pathogénicité, car elle sous entend qu’une même souche est capable de s’adapter aux 

exigences de son environnement, en échappant à la pression de sélection. 
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A l’exemple de C. neoformans, les différents phénotypes qu’il peut adopter sont de 

virulence variable : le phénotype « wrinkled » est plus virulent que le phénotype 

pseudohyphal, lui-même plus virulent que la forme « smooth »  (Fries, et al., 1999, 

Guerrero, et al., 2006, Jain, et al., 2006).  

 

 D’autre part, il a été démontré que le « switching » que présente C. albicans est 

contrôlé par MTL (mating type locus), homologue au locus MAT de S. cerevisiae, 

impliqué dans la conjugaison. Ainsi, le « mating » est dépendant du « switching » (Hull & 

Johnson, 1999, Hull, et al., 2000, Miller & Johnson, 2002, Soll, 2004).  

 

5.Formation de biofilm 

Les biofilms sont définis comme une communauté microbiologique attachée à une 

surface, entre-eux, encastrés dans une matrice de matériel exopolymérique.  

Le biofilm mature affiche une structure tridimensionnelle complexe avec une hétérogénéité 

spatiale. Il a pour but une optimisation des influx de nutriments, de l’élimination des 

déchets et l’établissement d’une niche microbiologique. Ils sont impliqués significativement 

dans les infections nosocomiales humaines. 

Les dispositifs médicaux tels que prothèses, implants, tubes endo-trachéaux, pacemakers, 

cathéters, ont tous été identifiés comme pouvant être le support de colonisation et de 

biofilm par Candida (Kojic & Darouiche, 2004, Uppuluri, et al., 2009, Uppuluri, et al., 

2009). C. albicans reste l’espèce fongique la plus souvent associée à la formation de biofilm 

(Douglas, 2002, Douglas, 2003). 

L’élaboration de biofilm sur ces dispositifs entraine une augmentation de la résistance aux 

antifongiques. Elle est un réservoir continu d’infection, capable de résister aux défenses 

immunitaires de l’hôte (Lopez-Ribot, 2005, Uppuluri, et al., 2009). 

Différents mécanismes peuvent être responsables de cette résistance intrinsèque : la 

haute densité cellulaire dans le biofilm, les effets de la matrice du biofilm, la diminution du 

taux de croissance et limitation des nutriments, l’expression de gènes de résistance (les 

pompes à efflux) et la présence de cellules persistantes. 

 

La formation du biofilm se déroule en plusieurs étapes (Hawser & Douglas, 1994). 

Tout d’abord, les levures adhèrent à la surface via des facteurs non-spécifiques 

(hydrophobicités de surfaces etc…) et spécifiques (reconnaissance de ligands tel que 
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fibrinogène (Chaffin, et al., 1998). L’attachement initial est suivi 3 à 6h par la formation de 

germe tube puis 24 à 48h, de la prolifération d’hyphes, de pseudo-hyphes et du 

développement d’une matrice polymérique extracellulaire. Enfin, les levures générées à la 

surface du biofilm sont relâchées pour la dissémination dans l’organisme (Blankenship & 

Mitchell, 2006). 

Les hyphes sont responsables de l’architecture et tiennent une place importante dans le 

biofilm. En effet, des travaux réalisés sur des mutants délétés dans des gènes impliqués dans 

la filamentation (cph1/efg1), indiquent que les mutants sont incapables de coloniser des 

cathéters recouverts de plasma (Ramage, et al., 2002). 

 

6.Quorum Sensing 

Depuis une vingtaine d’années, des études ont  montré que les bactéries étaient 

capables de secréter des molécules de signaux intercellulaires, appelées quorum sensing.  

En 2001, Hornby et al ont décrit le même phénomène chez C. albicans, au cours duquel un 

composé lipophile introduit dans le milieu, permettait d’empêcher la transition 

blastospore/mycélium (Hornby, et al., 2001). Ce composé a été identifié comme étant le 

farnesol (Oh, et al., 2001, Hornby & Nickerson, 2004). D’autre composés ont été identifiés 

comme le 2-phényléthanol, le tryptophol (Lingappa, et al., 1969, Chen & Fink, 2006), 

MARS (Hazen & Cutler, 1979, Hazen & Cutler, 1983), le tyrosol (Chen, et al., 2004, 

Nickerson, et al., 2006). 

Le rôle de ces molécules dans la pathogénicité de C. albicans est peu connu mais 

vraisemblable. Des expériences de Navarathna et al démontrent que l’addition de farnesol 

exogène dans un modèle murin de candidose systémique, augmente la virulence 

(Navarathna, et al., 2007). De plus, il renforcerait l’infection en induisant une réponse de 

type Th2 (Navarathna, et al., 2007). Des travaux de Saidi et al indiquent que le farnesol est 

un inhibiteur de la croissance de C. albicans, dans un modèle in vitro de fibroblastes 

gingivaux humain (Saidi, et al., 2006). Une étude sur le tyrosol révèle qu’il s’agit d’un 

composé anti-oxydant protégeant C. albicans des neutrophiles (Cremer, et al., 1999). 
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IV. Réponse immunitaire contre C. albicans 

 

A. Immunité innée 

 

C. albicans possède de nombreux facteurs de virulence ayant une place essentielle dans 

l’infection de l’hôte. Cependant, le statut immunologique tient une part non négligeable 

dans la maladie.   

Le développement de l’infection par C. albicans dépend de l’équilibre entre le statut 

immunologique de l’hôte et les facteurs de virulence exprimés par le champignon.  

 

Après avoir franchi les premières barrières de défense comme l’épiderme, les micro-

organismes sont pris en charge par le système immunitaire. En fonction du point d’entrée, 

des cellules sentinelles, situées au niveau sous-épithélial, vont se confronter aux micro-

organismes, élaborer seules ou en collaboration avec d’autres cellules une réponse non 

spécifique, immédiate, ou dans les quelques instants suivants l’exposition à l’antigène. Il 

s’agit de la réponse immunitaire innée. Elle implique un grand nombre de cellules : des 

cellules plus au moins phagocytaires (neutrophiles, macrophages et CD), des cellules qui 

secrètent des médiateurs inflammatoires (basophiles, éosinophiles et mastocytes), les 

cellules « natural killer » ou NK, des molécules comme les protéines du complément, les 

protéines de la phase aigue et les cytokines.  

Cette réponse non spécifique est suivie d’une réponse plus tardive, beaucoup plus 

spécifique nommée immunité adaptative ou acquise. Cette réaction est basée sur la 

reconnaissance d’antigène spécifique du pathogène par les lymphocytes et l’établissement 

d’une mémoire à ces antigènes. Elle fait intervenir les lymphocytes et les anticorps.  

 

1.1.Barrières externes 

Les surfaces épithéliales externes et internes représentent les premières lignes de 

défense contre l’infection constituant une barrière physique efficace. Elles empêchent les 

micro-organismes de pénétrer dans le corps humain.  La compétition des agents pathogènes 

avec la flore normale bactérienne présente sur ces barrières externes, ainsi que la production 

de substances antimicrobiennes les rendent encore plus efficaces (Calderone, 2002, Delves 

P., 2006). 
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De plus, des astuces ont été développées pour entraver la pénétration des microbes : 

salive, mouvements ciliaires, toux, exposition UV, pH faible, sécrétions sébacées, etc… Les 

cellules de Paneth, localisées au fond des glandes de Lieberkühn du tractus intestinal, 

sécrètent du lysozyme intestinal et des α-défensines.  La peau et le tractus respiratoire 

produisent les β-défensines. Chez l'homme, ces petits peptides, possédant un large spectre 

d'activité antimicrobienne, ont un rôle prépondérant dans les pathologies infectieuses et 

modulent la réponse inflammatoire (Janeway, 2003, Lehrer, 2004, Schneider, et al., 2005). 

Il a été prouvé que la colonisation par C. albicans est augmentée lorsque la flore normale 

est modifiée par des traitements à base d’antibiotiques à large spectre (van der Waaij, 1984, 

Calderone, 2002, Tortorano, et al., 2004, Koh, et al., 2008). De plus, des travaux ont montré 

que les β-défensines sont induites par la levure (Meyer, et al., 2004) et sont pourvues d’une 

puissante activité fongicide (Vylkova, et al., 2007). 

 

1.2. Activation du complément (C3, MBL) 

Le système du complément est un ensemble d'une vingtaine de protéines plasmatiques 

thermolabiles, dont l'action complémentaire des anticorps participe à la destruction d’agents 

pathogènes. L'activation du complément est un phénomène très rapide : les protéines du 

complément sont produites en permanence, sous forme inactive, et s'activent par clivage ou 

polymérisation entre-elles, créant un mécanisme d'amplification en cascade. Les principaux 

éléments du C possèdent une activité convertase, c'est à dire qu'ils transforment les formes 

inactives en formes actives. La molécule C3, présente dans le plasma, a une fonction 

essentielle dans le système complément.  

  

Le système complément peut être activé par trois voies différentes : 

- Voie classique activée par le complexe antigène-anticorps. La fixation de deux ou 

plusieurs immunoglobulines d'IgG ou une molécule d'IgM, à la surface d'un micro-

organisme, permet à leur région Fc de fixer le premier composant de la voie classique: C1.  

- Voie alterne est stimulée par les surfaces cellulaires des bactéries gram+ ou gram-, 

quelques cellules infectées par un virus, levures et parasites. La voie alterne d’activation 

résulte de la fixation du C3b sur un site accepteur présent à la surface du microorganisme. 

- Voie des MBL : la Mannose Binding Protein (MBP) de la famille des collectines, peut 

interagir avec les résidus de mannose ou N-acetylglucosamine (GlcNac) des 

microorganismes. Sa structure est homologue au C1q. Sa fixation, sur des mannoses des 
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bactéries, stimule deux serine protéases MASP1 et MASP2 ou MASP3 qui clivent et 

activent C4 et C2, rejoignant ainsi la voie classique. 

Le système du complément a une fonction importante dans la protection contre les 

infections fongiques (Han, et al., 2001). C. albicans est capable d’activer la voie classique 

de même que la voie alterne du complément (Kozel, 1996). Des travaux effectués à partir 

de souris KO pour la protéine C3 indiquent qu’elle est essentielle pour la résistance aux 

infections à C. albicans et C. glabrata. En effet, la clairance des levures est détériorée 

contrairement à la réponse inflammatoire (Tsoni, et al., 2009). De plus, l’anaphylotoxine 

C3a (produit de dégradation du C3) et les peptides dérivés du C3a se lient à la membrane de 

Candida, conduisant à des perturbations membranaires menant à la lyse de la levure 

(Sonesson, et al., 2007). D’autre part, des études indiquent l’importance de la MBL pour 

l’opsonisation et la phagocytose (Holmskov, et al., 2003, Brouwer, et al., 2008). 

La molécule C3b se lie directement à la surface de C. albicans (AP activation) ou via des 

anticorps anti-mannane présents naturellement dans le sérum humain (voie classique 

d'activation) (Zhang & Kozel, 1998). Les techniques d’immunofluorescence réalisées in 

vivo ont permis de mettre en évidence un récepteur C3bi à la surface de C. albicans (CR3-

like). Ainsi, la levure est capable de se lier directement à certaines sous unités du 

complément fonctionnel. Un récepteur (CR2-like) fixant le C3d a aussi été identifié 

(Calderone, et al., 1988, Wadsworth, et al., 1993).  

 

a. Phagocytose 

Les cellules capables de phagocyter et de détruire les microorganismes, opsonisés ou non, 

sont principalement les neutrophiles et les macrophages (Janeway, 2003, Delves P., 2006). 

 

Les neutrophiles  

Les polynucléaires neutrophiles représentent à eux seuls environ 65 % de l'ensemble 

des leucocytes du sang, et 99 % des granulocytes. Ils constituent la première ligne de 

défense contre les infections à Candida. Les patients neutropéniques sont plus exposés aux 

candidoses (Aratani, et al., 1999, Aratani, et al., 2002). 

Suite au contact avec un microorganisme opsonisé ou non, le neutrophile englobe celui-ci à 

l’intérieur d’une vacuole phagocytaire, appelé phagosome. Ensuite, les granules 

intracellulaires fusionnent avec le phagosome pour constituer le phagolysosome. A 

l’intérieur de celui-ci, l’agent pathogène est détruit par une combinaison de mécanismes 
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oxydatifs et non-oxydatifs (Diamond, et al., 1980, Mansour & Levitz, 2002, Faurschou & 

Borregaard, 2003, Nathan, 2006). Les α-defensines ont une action notable contre les levures 

(Joly, et al., 2004).  

 

De plus, il a été récemment décrit un nouveau mécanisme antifongique, indépendant de la 

phagocytose du pathogène, dénommé « NETs » ou neutrophil extracellular traps. Les 

neutrophiles activés par différents stimulus (cytokines, lipopolysaccharide, phorbol 

myristate acétate) sont capables de former des filaments extracellulaires composés d’ADN, 

d’histones et de protéines comme l’élastase, la cathepsine G, la lactoferrine et la gélatinase, 

issues des granulations primaires et secondaires. Ces « filets » se lient aux bactéries à Gram 

positif et à Gram négatif, les piègent et exercent une activité bactéricide extracellulaire à 

distance sans même les englober (Urban & Zychlinsky, 2007). Des travaux ont montré que 

C. albicans était capable d’induire la formation des NETs que ce soit sous forme levure ou 

mycélienne (Urban, et al., 2006).  

 

Les macrophages 

Les macrophages (du grec : « gros mangeur », makros = grand, phagein = manger) 

sont des phagocytes, découverts par Elie Metchnikoff en 1883. Ils proviennent de la 

différenciation de leucocytes sanguins, les monocytes. Les monocytes et les macrophages 

participent à l’immunité innée en tant que défense non-spécifique mais sont capables de 

participer à l’immunité adaptative. Leur rôle est de phagocyter les débris cellulaires, les 

pathogènes et de détruire le pathogène via le relargage de substances microbicides 

(protéases, dérivés activés de l’oxygène et d’enzymes lysosomiales) mais aussi de moduler 

la réponse immunitaire : initiation par présentation antigénique et sécrétion de médiateurs 

(cytokines, chimiokines, prostaglandines). C’est pourquoi, ils sont munis d’une multitude 

de récepteurs (récepteur du fragment C3b du complément, pour le fragment Fc des IgG, 

etc…) à leur surface leur permettant de discriminer les pathogènes. 

Les macrophages jouent un rôle central dans la lutte contre les infections à C. albicans 

(Calderone, 2002).  
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Les cellules dendritiques  

Les CD font partie du système réticulohistiocytaire qui présente des dendrites. Ces 

cellules phagocytaires expriment un large éventail de récepteurs permettant de détecter la 

présence de pathogène et elles font partie des cellules présentatrices d’antigène. Elles ont 

deux fonctions principales. D’une part, les initiations de la réponse immunitaire adaptative 

dont les acteurs principaux sont les lymphocytes T et lymphocytes B, dirigés contre des 

antigènes du « non-soi ». D’autre part, elles tiennent une fonction importante dans le 

maintien de la tolérance centrale au « soi », dans le thymus, processus impliquant les 

Lymphocytes T dits de sélection négative.  

Il a été montré que les CD immatures sont capables de phagocyter C. albicans via le 

mannose-fucose-récepteur et stimulent ensuite la prolifération des lymphocytes T (Newman 

& Holly, 2001, Romani, et al., 2004). Les CD sont capables d’internaliser C. albicans à la 

fois sous forme blastopore ou hyphe. L’internalisation de la forme levure induit une réponse 

de type Th1 via la production IL-12 tandis que l’internalisation d’une forme mycélienne 

mènera à la production d’IL-4 (d'Ostiani, et al., 2000). Cependant, elles sont moins 

efficaces que les macrophages (Netea, et al., 2004). 

 

La phagocytose  

La phagocytose est un processus actif par lequel les phagocytes reconnaissent des 

éléments solides/pathogènes du non soi puis ingèrent et dégradent par digestion 

intracellulaire (protéases, dérivés activés de l’oxygène et d’enzymes lysosomiales) ces 

éléments capturés dans le milieu extracellulaire.  

La phagocytose de C. albicans s’effectue à la suite de son opsonisation par différents 

fragments du complément (C3b, Fc des IgG, Fc des IgE, etc…) et/ou les anticorps reconnus 

par les récepteurs spécifiques du macrophage. Un processus spécifique du pathogène 

indépendant des opsonines a été décrit mettant en jeu la reconnaissance des PAMPs ou 

« Pathogen-associated molecular patterns » par les PRRs pour « Pattern Recognition 

Receptors » présents sur les phagocytes. Les PAMPs sont des motifs moléculaires 

fortement conservés chez les microorganismes mais absents chez les mammifères (Lee, et 

al., 2003). Il est maintenant admis que les PAMPs sont reconnus par les cellules du système 

immunitaire via des complexes multimoléculaires responsables de la fixation d’une part et 

de la signalisation d’autre part (Triantafilou & Triantafilou, 2005). 
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Plusieurs récepteurs exprimés par les phagocytes sont impliqués dans la 

reconnaissance des opsonines. Le CR3 et CR4 sont les récepteurs du C3bi (Ross, et al., 

1985, Lee, et al., 1997, Calderone, 2002). Le CR1 reconnait le fragment C3b. Ils sont 

présents chez les macrophages, les monocytes, les NK et les neutrophiles. Le fragment Fc 

des immunoglobulines G (IgG) est révelé par les récepteurs Fc (Cox & Greenberg, 2001) au 

nombre de 3 : FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) et FcγRIII (CD16). De façon synergique, le 

phagocyte va reconnaître les complexes RFc-Ac-Ag formés. Ils contribuent à l’activation de 

la phagocytose, la production de molécules fongicides et promeuvent la production de 

cytokines et chimiokines (Calderone, 2002). Des études réalisées in vivo indiquent que le 

système du complément est important dans la résistance innée contre Candida (King, et al., 

2000). 

Outre les mécanismes d’opsonisation, la phagocytose de C. albicans fait intervenir 

des PRRs spécifiquement dédiés à la reconnaissance de la levure. Il s’agit du CR3, du 

Mannose Recepteur, de la Dectine-1, de la Dectine-2 et du DC-SIGN présents sur les 

phagocytes. 

Le CR3 est un récepteur impliqué dans la reconnaissance de polysaccharides fongiques tels 

que la N-acétylglucosamine, le zymosan, les β-glucanes et méthylglucoside (Thornton, et 

al., 1996, Xia, et al., 1999). Des études ont montré que le CR3 ne jouait pas un rôle 

essentiel dans la phagocytose du zymosan et de C. albicans (Heinsbroek, et al., 2008). Il est 

possible qu’il interagisse avec d’autres récepteurs notamment la Dectine-1 durant la capture 

des particules fongiques, et lors de l’adhésion (Graham, et al., 1989, Tang, et al., 1997, 

Jongstra-Bilen, et al., 2003, Rubin-Bejerano, et al., 2007). 

Le Mannose récepteur ou MR, exprimé aussi sur les CD non matures,  reconnait des 

carbohydrates riches en résidus mannose (Tarnowski, et al., 1988, Shepherd, et al., 1991, 

Sallusto, et al., 1995, Vazquez-Torres & Balish, 1997, Takahashi, et al., 1998, Linehan, et 

al., 1999). Le MR participe à la phagocytose de C. albicans et à l’initiation de la production 

des cytokines par les macrophages (Karbassi, et al., 1987, Marodi, et al., 1991, Porcaro, et 

al., 2003, Netea, et al., 2006, Gow, et al., 2007). Son rôle exact lors de la phagocytose du 

champignon est discuté (Le Cabec, et al., 2005, Heinsbroek, et al., 2008, Willment & 

Brown, 2008).  

La dectine-1 (« DC-Associated C-type Lectin-1 ») est un récepteur lectinique de type 

C, exprimé sur les monocytes, les macrophages, les neutrophiles, les CD et les cellules de 

Langerhans (Brown & Gordon, 2001, Taylor, et al., 2002). Elle reconnait les β-glucanes de 

nombreux champignons : C. albicans, (Brown, et al., 2003), Aspergillus fumigatus (Steele, 
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et al., 2005), Pneumocystis carinii (Steele, et al., 2003) et Coccidioides posadasii 

(Viriyakosol, et al., 2005). L’expression de la Dectine-1 varie en fonction du type 

d’infection (Ozment-Skelton, et al., 2009). C’est le principal récepteur impliqué dans la 

phagocytose de C. albicans (Gantner, et al., 2005, Heinsbroek, et al., 2008).  

Contrairement au MR, le DC-SIGN (dendritic cell-specific ICAM (intracellular 

adhesion molecule)-grabbing non integrin) reconnait des structures mannosidiques 

ramifiées. Exprimés par les CD et les macrophages, il intervient dans la fixation  de 

parasites (Leishmania, Mycobacteria), de virus (VIH, Ebola, SIV) et de levures (C. 

albicans) (Geijtenbeek, et al., 2000, Colmenares, et al., 2002, Cambi, et al., 2003).  

La dectine-2 est distribuée sur les macrophages, cellules de Langerhans et les CD. 

Cette lectine de type C reconnait une structure spécifique de 8 résidus mannose (McGreal, 

et al., 2006). Son expression est augmentée lors de l’inflammation, notamment celle induite 

par C. albicans (Ariizumi, et al., 2000, Taylor, et al., 2005). Ce récepteur est le seul à 

interagir préférentiellement avec la forme mycélienne  de C. albicans.  

 

b. Inflammation induite par le complément, eicosanoides et cytokines  

La réponse inflammatoire joue une fonction essentielle dans la lutte contre 

l’infection notamment par le recrutement de cellules effectrices au site d’infection, 

réparation des tissus lésés, etc. 

L’inflammation au niveau du site d’infection est initiée par les macrophages en 

réponse à l’agent pathogène. Quatre signes caractérisent l’inflammation : une douleur (qui 

semble pulser), rougeur (érythème), gonflement (œdème), une sensation de chaleur. La 

phase vasculaire se définit par une vasodilation, une augmentation de la perméabilité 

vasculaire, la libération de molécules préformées par les mastocytes (histamine et 

sérotonine), l’activation de protéines plasmatiques inactives (facteur XII, complément, etc), 

la sécrétion de médiateurs lipidiques (prostaglandines, PAF, etc). Elle est suivie de la phase 

cellulaire, déterminée par la margination leucocytaire, le « rolling » (interaction des 

leucocytes et des cellules endothéliales par l’intermédiaire de sélectines) et la diapédèse. 

Les cellules endothéliales, qui délimitent les vaisseaux sanguins, activent l’expression de 

molécules d’adhésion qui préviennent la migration des leucocytes dans les tissus (Janeway, 

2003, Delves P., 2006). Toutes ces modifications sont induites par différents médiateurs 

inflammatoires libérés lors de la reconnaissance du pathogène : Facteur activateur de 
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plaquettes (PAF), peptides du complément (C3a et C5a), eicosanoides (prostaglandines et 

leucotriènes), cytokines et chimiokines.  

Le Facteur Activateur de Plaquette (PAF ou 1-o-alkyl-2-acetyl-sn-glyceryl-3-

Phosphorylcholine) est produit par toute une gamme de cellules impliquées dans les 

réactions inflammatoires : neutrophiles, basophiles, eosinophiles, macrophages, plaquettes 

et cellules endothéliales (Chignard, et al., 1979). Il est relâché en réponse aux cytokines 

pro-inflammatoires telles que TNF-α et IL-1 et induit en retour la stimulation d’autres 

cytokines (Dubois, et al., 1989). Outre son effet immunomodulateur, le PAF a pour résultat 

de provoquer une réaction inflammatoire aigue par dégranulation histaminique des 

mastocytes et  régule l’agrégation plaquettaire. Il participe à la protection de l’hôte contre 

les infections à C. albicans. En effet, des administrations de PAF à des souris augmentent 

leur résistance à la levure. Il est produit de façon endogène en réponse à C. albicans, induit 

l’activation précoce de NF-κB qui mène la sécrétion de TNF-α (Im, et al., 1997, Choi, et 

al., 2001, Nagi-Miura, et al., 2007).De plus, l’interaction entre le PAF et le TNF-α est 

importante sur le développement de la maladie les 4 premiers jours post-infection 

(Kalkanci, et al., 2002). 

Enfin, il régule la production de NO via l’activation de NF-κB permettant d’inhiber la 

croissance du champignon et induit l’activation de la phospholipase A2 (Souza, et al., 2007, 

Kim, et al., 2008). 

 

Les peptides C3a et C5a mènent à la dégranulation des mastocytes, à la contraction 

des cellules du muscle lisse et augmentent la perméabilité vasculaire. Le C5a agit comme 

un puissant attracteur pour les neutrophiles et monocytes (Janeway, 2003). 

La déficience en C5 chez des souris conduit à une rapide prolifération de C. albicans dans 

les organes cibles, incapables de mobiliser les granulocytes et inaptes à développer une 

réponse inflammatoire protectrice (Mullick, et al., 2004). Les techniques de microscopie de 

fluorescence et électronique ont pu mettre en évidence l’activité antifongique du C3a par 

induction de perturbations membranaires (Sonesson, et al., 2007). 

 

La prostaglandine E2 (PGE2) est un médiateur cellulaire impliquée dans la vasodilatation, 

l’inhibition de l’agrégation plaquettaire, la migration et la prolifération lymphocytaire. Elle 

favorise la contraction de l’utérus, inhibe la 5-lipo-oxygénase et diminue la synthèse de 

leucotriènes et est à l’origine de la fièvre (Narumiya, et al., 1999, Janeway, 2003). La PEG2 
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induit des réactions pro-inflammatoires. Cependant, elle est aussi impliquée dans des effets 

antagonistes tels que l’inhibition de la sécrétion de cytokines (TNF-α) ou chimiokines, 

l’inhibition de la réponse Th1 et la prolifération des lymphocytes (Kunkel, et al., 1988, 

Standiford, et al., 1992, Sergeeva, et al., 1997, Vassiliou, et al., 2003). 

C. albicans conduit à la production de PGE2 dans les cellules endothéliales, épithéliales et 

dans de nombreuses cellules mononuclées du sang périphérique (Witkin, et al., 1991, Filler, 

et al., 1994, Deva, et al., 2003). Des données expérimentales indiquent que le TLR2 est le 

principal récepteur contribuant à la production de PGE2 en réponse à C. albicans 

(Villamon, et al., 2005). De plus, il a été décrit que la PGE2 stimule la formation de 

mycélium de C. albicans (Kalo-Klein & Witkin, 1990). Ceci permet d’expliquer en partie 

l’effet bénéfique de l’aspirine dans les candidoses vulvovaginale (Deva, et al., 2001, Alem 

& Douglas, 2004). D’autre part, le champignon est capable de synthétiser des 

prostaglandines (Noverr, et al., 2003, Alem & Douglas, 2005) notamment de la PGE2 à 

partir de l’acide arachidonique via une voie indépendante de Cox2 (Erb-Downward & 

Noverr, 2007). 

La synthèse de ces eicosanoides par la levure représente un nouveau facteur de virulence.  

 

Les cytokines sont des protéines synthétisées par de nombreux types cellulaires, 

particulièrement les macrophages et les lymphocytes T, en réponse à différents stimuli 

(pathogènes, toxines, etc.)  

Ces cytokines se lient à des récepteurs spécifiques de cellules cibles. L’interaction 

ligand-récepteur induit une cascade de réactions à l’intérieur de la cellule cible, activant ou 

inhibant certaines de ses fonctions. Les cytokines sont impliquées dans l’élaboration de la 

réponse immunitaire innée via l’activation des macrophages et des lymphocytes NK et dans 

la réponse immunitaire spécifique par les lymphocytes T et B. Ce sont aussi des outils de 

connexions entre les deux types de réponse. Les cytokines tiennent une fonction essentielle 

dans la régulation de l’hématopoïèse.  

 

Les principales cytokines sécrétées durant une infection à C. albicans sont les 

suivantes : TNF-α, IL-1β, IL-18, IL-6, IL-10 et IL-4. 

Le TNF-α, IL-1β, IL-18 et IL-6 sont des cytokines pro-inflammatoires tandis que l’IL-10 et 

IL-4 sont des cytokines anti-inflammatoires. Elles sont sécrétées rapidement par les 

phagocytes suite à l’interaction avec C. albicans et orientent le devenir de l’infection.   
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Le TNF-α est essentiel dans le contrôle des candidoses systémiques. Cette cytokine 

régule le recrutement des cellules phagocytaires et induit l’expression de molécules co-

stimulatrices. Elle stimule la phagocytose par les macrophages, la production d’IL-1, de 

PGE2 et autres. La neutralisation du TNF-α endogène par un anticorps spécifique ou via des 

drogues comme la chlorpromazine, favorise le développement de l’infection (Steinshamn & 

Waage, 1992, Netea, et al., 1995). Des souris déficientes en TNF-α ou en ces récepteurs 

spécifiques sont plus susceptibles aux candidoses (Netea, et al., 1995, Steinshamn, et al., 

1996, Mencacci, et al., 1998). Des expériences récentes indiquent que les profils 

cytokiniques au cours de l’infection sont modulables et qu’il est nécessaire que la 

production de TNF-α et IFNγ soient importantes dans les premiers instants de l’infection 

pour une élimination du champignon (Camargo, et al., 2009). 

 

L’IL-6 est sécrétée par les macrophages et lymphocytes T. Elle intervient dans de 

nombreux processus : la différentiation des lymphocytes B, la production d’anticorps, rôle 

de co-facteur lors de l’hématopoïèse. Elle est à l’origine de la fièvre. L’IL-6 s’est révélée 

être le principal facteur impliqué dans la génération des lymphocytes T cytotoxiques. L’IL-

1β est produite par les macrophages mais aussipar les monocytes et les CD. Elle augmente 

l’expression de facteurs d’adhésion sur les endothéliales, afin de faciliter la transmigration 

des leucocytes au site d’infection. De plus, elle est impliquée dans la libération de cortisol 

et de la fièvre.  

L’IL-6 et L’IL-1β participent à la réponse innée contre C. albicans. En effet, des souris KO 

IL-6 sont plus susceptibles à l’infection avec une charge en levures dans les organes cibles 

plus importante, et un manque de recrutement des neutrophiles au site d’infection 

(Kullberg, et al., 1999, van Enckevort, et al., 1999). D’autre part, l’administration d’IL-1β 

recombinante protège les souris contre les infections à Candida. Cependant, l’absence de 

sécrétion d’IL-1 n’augmente pas la susceptibilité à l’infection (Mencacci, et al., 1998). 

 

L’IL-18 est produite par un grand nombre de cellules dont les macrophages et les 

PBMC. C’est un membre de la superfamille de l’IL-1, ainsi qu’un régulateur important de 

la réponse immune innée et acquise.  L’IL-18 endogène est nécessaire pour la défense de 

l’hôte contre les candidoses. Ainsi, le traitement de souris avec de L’IL-18 recombinante 

réduit la mortalité et la présence de levures dans le rein, augmentant le taux d’IFN-γ (Stuyt, 

et al., 2002, Tardif, et al., 2004) 
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L’IFN-γ est principalement connue pour ces activités antivirales, antiparasitaires et 

anti tumorales. Elle est sécrétée par les lymphocytes Th1 activés, les NK, les NKT, les 

lymphocytes T CD8+ et les lymphocytes Tγδ. Ses actions sont nombreuses : augmentation 

de l’expression du complexe d’histocompatibilité de classe II sur les cellules B et les 

macrophages, potentialisation de l’expression des récepteurs pour l’IL-2 sur les cellules Tc, 

favorise l’activité cytotoxique des NK, provoque la différenciation des cellules B et inhibe 

les cellules Th2 pour renforcer les réponses contrôlées par les cellules Th1. C’est la 

principale cytokine responsable de l’activité MAF (« macrophage arming factor »). Ce 

facteur augmente l’expression des récepteurs FcγR sur les macrophages. L’expression 

d’IFN-γ anormale est associée à des maladies autoimmunes et autoinflammatoires.  

L’IFN-γ a une fonction indispensable dans la défense contre C. albicans. En effet, des 

souris KO pour l’IFN-γ sont plus susceptibles à une infection par la levure. De même, 

l’administration d’anticorps anti-IFN-γ induit une réponse Th2 non protectrice (Romani, et 

al., 1992, Kaposzta, et al., 1998). 

 

L’IL-12 est un hétérodimère de 70 kDa produite par les macrophages, les CD et les 

cellules B. Cette cytokine possède des fonctions régulatrices au niveau de l’initiation et de 

la régulation de la réponse immune cellulaire. Elle est capable de réguler la différenciation 

des lymphocytes T naïfs en cellule Th1 (Romani, 2004). Elle stimule la production d’IFNγ 

et TNF-α par les lymphocytes T et les NK. Elle contrôle ainsi la réponse immunitaire 

acquise à travers les lymphocytes T (Trinchieri, et al., 2003). 

C. albicans induit la sécréetion de cette cytokine par les monocytes/macrophages et les CD 

(Chiani, et al., 2000, d'Ostiani, et al., 2000, Liu, et al., 2001). Des souris déficientes en IL-

12 sont plus sensibles à C. albicans (Mencacci, et al., 1998). De plus, le champignon est 

capable d’en inhiber la production dans le but de diminuer l’intensité de la réponse 

immunitaire (Tang, et al., 2004). 

 

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire secrétée par les macrophages, les 

neutrophiles, les lymphocytes T et B et les kératinocytes. Elle est capable d’inhiber la 

synthèse d’IFN-γ, IL-2, IL-3, TNF-α et GM-CSF par les cellules telles que les macrophages 

et les cellules Th1. Elle peut aussi stimuler les thymocytes et les cellules B. Des souris 

déficientes en IL-10 développent spontanément des inflammations chroniques de l’intestin 
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dues à une production non contrôlée de cytokines par les macrophages et les cellules Th1 

(Kuhn, et al., 1993, Berg, et al., 1996). 

L’IL-10 est une cytokine immunorégulatrice produite lors de la phagocytose de C. albicans 

et constitue un facteur décisif dans l’évolution de l’infection (Mencacci, et al., 1998, 

d'Ostiani, et al., 2000, Tavares, et al., 2000). Cette cytokine réduit la production de 

cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-12 et inhibe le développement d’une réponse 

cellulaire protectrice (Mencacci, et al., 1998, Roilides, et al., 2000). L’IL-10 est sécrétée en 

réponse à la forme mycélienne de C. albicans et pourrait donc contribuer à sa virulence 

(d'Ostiani, et al., 2000, Bozza, et al., 2004). 

L’IL-4 est sécrétée par les cellules Th2. Elle a des fonctions importantes au sein de 

l’immunité humorale et adaptative dont l’activation, la croissance, l’induction du CMH de 

classe II pour les cellules B, l’inhibition des macrophages. La surproduction d’IL-4 est 

associée à l’allergie.  

L’IL-4 est un facteur important dans le développement de candidoses systémiques 

(Mencacci, et al., 1998). En effet, elle inhibe la phagocytose et participe à la mise en place 

d’une réponse immune Th2. Des études indiquent que les CD sécrètent de l’IL-4 suite à 

l’interaction avec la forme mycélienne de C. albicans mais pas face à la levure (d'Ostiani, et 

al., 2000). Cependant, chez des patients atteints de candidoses mucocutanées, la 

susceptibilité à cette candidose n’est pas associée au taux d’IL-4 (Fidel, 2005). De même, 

une étude montre que la neutralisation de l’IL-4 ou de ces récepteurs, est associée à une 

augmentation de la résistance à C. albicans (Romani, et al., 1992). Káposzta et al 

n’observent pas pour leur part, de différences de susceptibilité entre des souris KO IL-4 et 

les souris contrôles (Kaposzta, et al., 1998). 
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c. Activation des NK 

Les lymphocytes « natural killer » ou NK font partie des cellules de l'immunité innée. 

Ce sont des lymphocytes non T (CD3-) et non B (CD19-) et elles sont à différencier des 

NKT qui présentent des marqueurs de cellules T et de lymphocytes NK. Elles interviennent 

en première ligne dans la lutte contre divers micro-organismes, dans la surveillance des 

tumeurs et de leurs métastases. Elles constituent par ailleurs un maillon essentiel de la mise 

en alerte de l'immunité spécifique. Ce sont d’une part des effecteurs capables de lyser des 

cellules infectées, stressées ou transformées via leur activité cytotoxique. D’autre part, ce 

sont des modulateurs de la réponse immune par la sécrétion de cytokines essentielles (INFγ, 

TNF-α, parfois IL-10 et IL-13) entrant dans la potentialisation de leur activité cytotoxique 

et intervenant dans la régulation des CD, des macrophages, des neutrophiles et des 

lymphocytes T (Janeway, 2003, Delves P., 2006). L'activation d'une cellule NK est la 

résultante d'effets opposés, inhibiteurs (motifs « ITIM » : immunoreceptor tyrosine-based 

inhibition motif) et activateurs (séquences « ITAM » : immunoreceptor tyrosine-based 

activation motif) (Lanier, 2003, Bottino, et al., 2005, Lanier, 2005, Lanier, 2008). 

Des études ont montré que les cellules NK expriment des TLRs fonctionnels (TLR1-

8) (Hornung, et al., 2002). De plus, elles sont capables de répondre notamment via la 

régulation de la production d’IFNγ aux ligands des TLRs tels que la flagelline (TLR5) 

(Chalifour, et al., 2004), le lipophosphoglycane de Leishmania (TLR2) (Becker, et al., 

2003), motifs CpG de l’ADN (TLR9) (Sivori, et al., 2004).  

La coopération entre les CD et les NK se révèle importante dans la régulation de la 

réponse immune (Reschner, et al., 2008). En effet, les CD sont activées principalement par 

le TNF-α et IFNγ, synthétisés par les cellules NK. De même que l’activation des NK est 

Fig 6 : Réponse immune initiale induite par C. albicans. D’après Jouault et al, 2009. 
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médiée par les contacts cellulaires et les facteurs solubles produits par les CD (Ferlazzo, et 

al., 2003, Raulet, 2004). Enfin, les CD immatures sont éliminées par les NK à travers des 

contacts cellulaires (Della Chiesa, et al., 2005). 

Les cellules NK ont un rôle majeur dans l’élaboration de la réponse immunitaire innée 

et la défense contre les infections virales et cellules malignes. Plusieurs études réalisées in 

vitro indiquent qu’elles participeraient à la lutte contre les infections bactériennes et 

fongiques. En effet,  les lymphocytes NK activés secrètent du TNF-α, IFN-γ et du GMCSF 

(granulocyte–macrophage colony-stimulating factor) conduisant à une potentialisation de 

l’activité fongicide des cellules phagocytaires (Ferrante, 1989, Marodi & Johnston, 1993, 

Arancia, et al., 1998, Murciano, et al., 2006). De plus, le pouvoir cytotoxique des NK est 

augmenté via IL-15 produite par les PBMC exposés à C. albicans (Tran, et al., 2003). 

Cependant, les travaux effectués in vivo apparaissent contradictoires et le statut tenu 

par les NK dans la défense contre C. albicans restent confus (Greenfield, et al., 1993, 

Romani, et al., 1993, Balish, et al., 2001, Algarra, et al., 2002, Gaforio, et al., 2002). 

 

B. Immunité spécifique 

 

L’immunité adaptative ou encore appelée acquise ou spécifique fait intervenir deux 

types de réponses : l’immunité à médiation cellulaire dont les acteurs clés sont les cellules 

T, B ainsi que les cellules présentatrices d’antigènes, et l’immunité humorale médiée par les 

anticorps sécrétés par les plasmocytes. Elle se caractérise par sa spécificité (un domaine 

particulier antigène reconnu par des lymphocytes spécifiques), sa diversité (réponse à un 

grand nombre de types de domaines antigéniques), sa fonction de mémoire (genèse de 

cellules mémoire de réserve), l’auto-limitation (lorsque l’antigène est neutralisé, la réponse 

cesse) et sa tolérance (élimination des lymphocytes exprimant des récepteurs spécifiques 

pour les antigènes du soi).  

 

1- Immunité à médiation cellulaire 

 

Lymphocytes T CD4+ 

Les lymphocytes T sont les principales cellules impliquées dans la réponse 

immunitaire spécifique et jouent un rôle central dans la défense contre les infections 

fongiques (Cantorna & Balish, 1990, Black, et al., 1999). 
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Selon le stimulus, le site d’infection, le profil de cytokines produites, la réponse 

immunitaire peut prendre deux orientations : Th1 ou Th2. En ce qui concerne C. albicans, 

le profil cytokinique de type Th1 à dominante cellulaire dite pro-inflammatoire est 

caractérisé par la production d’IL-12, IFNγ, TNF-α et/ou GM-CF. Ce profil est associé à la 

résistance à l’infection. Il permet l’élimination de la levure par les phagocytes au niveau des 

tissus infectés (Huffnagle & Deepe, 2003). 

Le profil cytokinique Th2 à médiation humorale dite anti-inflammatoire est déterminé par la 

production d’IL-4, IL-5, IL-13 et IL-10. Il est retrouvé au niveau des infections systémiques 

par le contrôle de la dissémination (Romani, 2004). 

Les mécanismes de régulation sont complexes, ceci s’expliquant par le fait que certaines 

cytokines sont à fois secrétées par les Th1 et les Th2. C’est la balance entre les deux types 

de régulation qui contribue à l’équilibre commensal-pathogène.  

 

La régulation de cette balance Th1/Th2 implique d’autres cellules dont les 

lymphocytes T CD4+ CD25+ ou lymphocytes T régulateurs (Tregs). Une des fonctions des 

Tregs est de réguler négativement la réponse Th1 ou Th2 (Romani, et al., 2002). Leur 

activité immunosuppressive s’exécute par la sécrétion de certaines cytokines (IL-10 et 

TGF-β (« Transforming-Growth Factor-beta »)) et par la médiation des contacts entre les 

cellules (O'Garra & Vieira, 2004). Différents types de Tregs ont été définis et sont 

impliqués dans le contrôle de l’auto-immunité spécifique d’organe et de la tolérance à la 

transplantation.  

Ces cellules ont été décrites dans la régulation des infections fongiques. En effet, les Tregs 

retrouvés chez des souris infectées par C. albicans, produisent de l’IL-10 et TGF-β. Cette 

production permet l’élimination partielle du champignon du tractus gastro-intestinal dans le 

cadre de l’élaboration de l’immunité dite mémoire. D’autre part, l’absence de cytokine de 

type Th1 est associée avec un taux élevé d’IL-10 chez les patients atteints de candidoses 

mucocutanées chroniques (chronic mucocutaneous candidiasis) pouvant être la conséquence 

d’une dérégulation des Tregs (Romani & Puccetti, 2006). L’induction des Tregs CD4+ 

CD25+ dans les candidoses nécessite la participation des TLRs, principalement du TLR2, et 

de la molécule B7 ainsi que la sécrétion d’IL-10 par les CD (Montagnoli, et al., 2002, 

Netea, et al., 2004, Sutmuller, et al., 2006). 
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Des travaux récents ont permis de mettre en évidence une nouvelle population de 

lymphocytes T CD4+ distincte des Th1 et des Th2 : les Th17. Sous l’influence du TGF-β, 

de l’IL-6, de l’IL-21 et de l’IL-23, le lymphocyte T CD4+ naïf se différencie en lymphocyte 

Th17. Actuellement, les lymphocytes Th17 sont reconnus comme les acteurs principaux de 

l’inflammation locale par l’intermédiaire des cytokines pro-inflammatoires (IL-17, -21 et -

22) qu’ils sécrètent et par l’expansion et le recrutement des neutrophiles qu’ils entraînent. 

De ce fait, ils sont impliqués dans les processus inflammatoires chroniques, les maladies 

auto-immunes (polyarthrite rhumatoïde, lupus érythémateux disséminé), l’allergie et le rejet 

de greffes allogéniques. De plus, les cellules Th17 semblent avoir un rôle non négligeable 

dans les infections à C. albicans (Nakae, et al., 2002, Matsuzaki & Umemura, 2007, 

Romani & Puccetti, 2007). Ainsi, des souris n’exprimant pas de récepteur à l’IL17 sont plus 

susceptibles à une candidose systémique (Huang, et al., 2004). Des études réalisées in vitro 

sur des cellules T auxiliaires montrent que la levure induit la production d’IL-12 et IL-23 

(réponse de type Th1) tandis que la forme mycélienne conduit seulement à la sécrétion IL-

23 (réponse de type Th17) (Acosta-Rodriguez, et al., 2007, LeibundGut-Landmann, et al., 

2007). La Dectine-2, PRR impliqué dans la reconnaissance des hyphes, serait à l’origine de 

la production d’IL-23 et de la voie Th17. La Dectine-1 et le Mannose receptor 

contribueraient à la production de l’IL-17 (Sato, et al., 2006, Palm & Medzhitov, 2009, 

Robinson, et al., 2009). D’autres travaux indiquent qu’IL-23 et la voie Th17 agissent 

comme des régulateurs négatifs de la réponse immune Th1 contre C. albicans (Zelante, et 

al., 2007). 

 

Cellules Dendritiques :  

Les CD sont des cellules présentatrices d’antigène dites « professionnelles ». Ce sont 

les seules qui soient capables de stimuler les lymphocytes T pour initier la réponse immune 

adaptative aux antigènes qu’elles présentent. Elles sont équipées d’un certain nombre de 

PRRs impliqués dans la reconnaissance de C. albicans dont le mannose receptor, dectine-1, 

DC-SIGN mais aussi le récepteur Fc et les différents récepteurs des compléments. Des 

études in vitro et in vivo ont montré que les CD discriminent la levure de la forme 

mycélienne de C. albicans et sont capables de produire des cytokines pour induire une 

réponse Th adaptée (Romani, 2004). En effet, la blastoconidie est phagocytée via la 

reconnaissance des PRRs tandis que la forme mycélienne nécessite une opsonisation 

préalable (Bozza, et al., 2004). De plus, l’ingestion de la levure opsonisée induit la 

production de cytokines de type Th2 alors que la phagocytose via le MR conduit à une 
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réponse de type Th1 (Montagnoli, et al., 2002). Des travaux montrent que la phagocytose 

de la levure mène à la production d’IL-12 et celle de la forme mycélienne entraine 

l’inhibition de celle-ci et la sécrétion d’IL-4 (d'Ostiani, et al., 2000, Bacci, et al., 2002, 

Torosantucci, et al., 2004). De nombreuses études signalent que les CD pourraient être 

utilisées en thérapie alternative contre les infections à C. albicans (Bacci, et al., 2002, 

Bozza, et al., 2004). 

 

Lymphocytes T CD8+ 

Les cellules T CD8+ (ou CTL) fonctionnent comme des cellules tueuses ou 

cytotoxiques dont le but est d’éliminer les cellules infectées par des agents infectieux 

intracellulaires. Elles participent à la lutte contre les infections fongiques mais les 

processus mis en jeu sont encore mal connus. Des études indiquent que les CTL ont un 

effet antifongique contre les hyphes de C. albicans (Deepe, 1997). Il a été observé un 

nombre persistant de CTL au cours d’infections vaginales (Ghaleb, et al., 2003) et 

l’élimination de ces lymphocytes conduit à l’augmentation des dommages tissulaires durant 

une candidose systémique (Ashman, et al., 1999). Cette fonction serait médiée par la 

production d’IFN-γ. En effet, des souris KO pour MyD88 présentent des CTL ayant une 

production d’IFN-γ plus élevée (Villamon, et al., 2004). 

 

2- Lymphocytes B : anticorps  

 

Les lymphocytes B sont le support de l’immunité humorale adaptative reposant sur la 

production d’anticorps spécifiquement dirigés contre un antigène. Cette immunité humorale 

adaptative est responsable des réactions d’hypersensibilité de type I (anaphylaxie), II 

(cytotoxicité) et III (complexes immuns). Il a été démontré que la protection contre les 

infections fongiques disséminées résulte essentiellement de l’immunité humorale 

(Casadevall, et al., 1998, Romani, et al., 2004). Les anticorps dirigés contre des antigènes 

spécifiques de C. albicans sont peu décrits et leurs fonctions dans la résistance aux 

candidoses sont contestées. Certains anticorps semblent cependant être immunoprotecteurs 

(Casadevall, et al., 1998, Bromuro, et al., 2002, Fernandez-Arenas, et al., 2004). En effet, 

ils pourraient exercer leurs actions par différents mécanismes tels que l’opsonisation, 

l’inhibition de l’adhésion, l’inhibition de la transition levure-mycélium, la neutralisation des 

facteurs de virulence (Montagnoli, et al., 2003, Gozalbo, et al., 2004, Sevilla, et al., 2006, 

Torosantucci, et al., 2009).  
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Pitard et al (2001) ont montré que les profils d’expression des anticorps en fonction du 

stade d’infection à C. albicans étaient variables. De plus, des profils distincts sont obtenus 

avec le sérum de souris vaccinées ou pas (Fernandez-Arenas, et al., 2004).  

Le sérum de patients atteints de candidoses systémiques contient un anticorps dirigé contre 

un antigène 47 kDa, identifié comme un fragment thermostable de protéine HSP90. Des 

souris immunisées avec un anticorps, développé à partir de ce fragment, présentent une 

mortalité moins importante à une candidose  systémique (Matthews, et al., 1991, Matthews 

& Burnie, 1992, Matthews & Burnie, 1992). 

Des résultats satisfaisants ont été obtenus à partir d’un anticorps recombinant humain 

(mycograb) (Matthews, et al., 1995, Matthews & Burnie, 2001). En effet, dans des modèles 

murins, mycograb a une action sur plusieurs espèces de levures et lorsqu’il est combiné à de 

l’amphotéricine B, il induit une guérison complète de l’infection. Récemment, des essais 

ont indiqué que l’association de cet anticorps avec de la caspofongine avait un effet 

synergique (Hodgetts, et al., 2008). Chez l’homme, des essais ont montré une amélioration 

de l’état clinique de patients atteints de candidose systémique (Matthews, et al., 2003, 

Pachl, et al., 2006). 

Des anticorps monoclonaux (IgM et IgG) dirigés contre les β-1,2 mannoses joueraient 

un rôle protecteur contre les candidoses chez la souris. La spécificité de ces anticorps ainsi 

que le système complément seraient impliqués (Han, et al., 2000, Han, et al., 2001).  

Au cours de candidoses systémiques et vaginales, il a été détecté la présence 

d’anticorps anti-Sap, protéines impliquées dans la virulence du champignon (Naglik, et al., 

2003). L’immunisation par Sap2 ou l’administration d’un anticorps monoclonal anti-Sap2 

protège partiellement de l’infection (De Bernardis, et al., 1997, Vilanova, et al., 2004). 

L’équipe de Torosantucci a mis au point un vaccin capable d’immuniser et de 

protéger efficacement les souris contre les infections systémiques et vaginales à C. albicans. 

Il est basé sur les propriétés antifongiques des anticorps anti- β-glucanes. Il s’agit de β-

glucanes solubles issus de l’algue laminaria digitata couplée à l'anatoxine diphtérique 

CRM197, utilisée dans de nombreux vaccins. Le conjugué se fixe in vitro sur les 

mycéliums et inhibe leur croissance. De plus, les souris vaccinées avec ce conjugué sont 

protégées des infections à Aspergillus fumigatus (Torosantucci, et al., 2005). 
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V. Cellules macrophagiques et pathogènes  

 

 Les macrophages sont des cellules sentinelles dont l’un des rôles est de phagocyter et 

de détruire le pathogène via le relarguage de substances microbicides. Ils modulent aussi la 

réponse immunitaire par initiation de la présentation antigénique et via la sécrétion de 

médiateurs (cytokines, chimiokines, prostaglandines).  

Les macrophages jouent un rôle crucial dans la lutte contre les infections à C. albicans 

(Calderone, 2002). 

 

A. Rôle dans l’immunité naturelle 

 

Les monocytes et les macrophages participent à l’immunité innée en tant que défense 

non-spécifique. En effet, ces cellules sentinelles sont aussi des cellules phagocytaires 

professionnelles. Elles sont capables de discriminer des éléments du « soi » et du « non-

soi » via tout un panel de récepteurs. 

Les opsonines (C3b, Fc des IgG, etc.) se fixent sur le pathogène et favorisent la liaison 

des récepteurs macrophagiques (CR3, CR4, FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) et FcγRIII 

(CD16)) au pathogène. Les PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns), motifs 

conservés présents à la surface du pathogène font intervenir des récepteurs spécifiques : les 

PRRs (Pattern Recognition Receptors) exprimés constitutivement par les phagocytes (MR, 

Dectine-1, etc.). 

Suite à la détection d’un agent pathogène ou autre, les éléments étrangers sont phagocytés. 

La phagocytose est un processus dynamique au cours duquel les pathogènes sont 

internalisés dans un phagosome puis dégradés par digestion intracellulaire (protéases, 

dérivés activés de l’oxygène et enzymes lysosomiales). La libération du contenu des 

lysosomes, enzymes, lysozymes, peptides anti-microbiens va permettre la destruction 

intracellulaire. Parallèlement la production de dérivés toxiques de l’azote (NO) et de 

l’oxygène (anion superoxyde, H2O2) va participer à cette destruction. 

Les macrophages, lorsqu’ils sont activés, sécrètent une multitude de médiateurs chimiques 

dans le milieu extracellulaire. Ces facteurs sont des cytokines (TNF-α, IL-6, etc.), des 

protéines enzymatiques (défensines, lysozyme, etc.), des espèces réactives de l’oxygène et 

du monoxyde d’azote. Les cytokines, les chimiokines et les médiateurs lipidiques dérivés de 

l’acide arachidonique (leucotriènes, prostaglandines) jouent un rôle important dans la 
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modulation et l’orientation de la réponse immune. Ils contribuent au recrutement ou non 

d’autres cellules effectrices au site d’infection tel qu’IL-8 pour les neutrophiles, à 

l’activation, stimulation des cellules comme l’IL-12 pour les NK. Ainsi, les macrophages 

sont décisifs dans l’orientation du devenir de l’infection.  

 

B. Rôle dans l’immunité spécifique 

 

La stimulation lymphocytaire par les macrophages est moindre par rapport à celle 

induite par les CD mais non négligeable.  

Suite à la digestion d’un pathogène, le macrophage se comporte en cellule présentatrice 

d’antigènes (CPA). Ils expriment à leur surface des molécules du CMH II et des molécules 

co-stimulatrices (B7). Via ces molécules, les macrophages sont capables de présenter un 

antigène dérivé du pathogène digéré aux lymphocytes T CD4+. Il existe une relation de 

symbiose avec les lymphocytes.  

Dépendants du type de récepteur engagé durant ces événements précoces, les macrophages 

sécrètent des cytokines telles que l’IL-12 ou de l’IL-10. En effet, IL-12 favorise 

l’élaboration d’une réponse de type Th1, en inhibant le développement de la réponse 

lymphocytaire, notamment par la production d’IFNγ. Alors qu’IL-10 est un puissant facteur 

de prolifération et de différenciation des lymphocytes B, inhibant la réponse de type Th1 au 

profit de la mise en place d’une réponse de type Th2. 

Ainsi, les macrophages orientent par ces interactions spécifiques et par la production de 

cytokine qui en résulte, l’activation des lymphocytes soit vers une réponse de type Th1 dite 

cellulaire ou soit vers une réponse de type Th2 dite humorale (Fig 7). 
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C. Signalisation 

 

1- Protéines Tyrosine Kinases (PTKs) 

Les Protéines Tyrosine Kinases (PTKs) sont formées d’un domaine catalytique : SH2 

(Src Homology Region) se fixant à des séquences caractéristiques contenant un résidu 

tyrosine phosphorylé et un domaine SH3 interagissant avec des séquences riches en proline. 

Ces enzymes catalysent le transfert d’un groupe phosphate de l’ATP à un ou plusieurs 

résidus tyrosine.  

Il existe deux catégories de protéines tyrosine kinases (PTKs) :  

- Les récepteurs à activité tyrosine kinase : ce sont des protéines transmembranaires 

possédant un domaine extracellulaire qui fixe les ligands protéiques et un domaine 

intracellulaire catalytique qui phosphoryle les substrats protéiques adéquats. 

- Les enzymes cytoplasmiques ou associées à la membrane : ces protéines sont activées de 

façon indirecte par des signaux extracellulaires.  

La phosphorylation réversible des résidus tyrosine des protéines, induite par les PTKs, 

mène à toute gamme d’évènements cellulaires : transduction intracellulaire des signaux, 

cascade de signalisation mais aussi à la différenciation, la croissance, l’apoptose (Fig 8). 
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Fig 7 : Rôle des macrophages dans le développement de la réponse immune. 
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Un des exemples connu est l’activation des phospholipases C (PLC) conduisant au 

clivage phosphatidyl inositol 4,5 phosphate (PIP2) en inositol triphosphate (IP3) et 

diacylglycerol (DAG), impliqués dans la mobilisation du calcium intracellulaire et 

l’activation de protéines kinases C (PKCs).  

Les récepteurs tyrosines kinases sont aussi impliqués dans les échanges GDP/GTP et 

dans l’activation de la voie des Mapk. En effet, les protéines Ras insérées dans la bicouche 

lipidique, se présentent sous formes inactives associées au GDP ou actives combinées au 

GTP. Elles jouent un rôle important dans la transduction des signaux provenant des 

récepteurs tyrosine kinase. Pour passer d’une forme inactive à active, la protéine Sos liée à 

la protéine Grb2 fait le lien avec les PTKs. Ceci provoque un changement de conformation 

de la protéine, la rendant capable de déclencher la voie des MAP kinases (Protéine kinase 

Activée par des Mitogènes). 

 

2- Les Mapks 

Les MAP kinases (Protéine kinase Activée par des Mitogènes) sont des protéines 

sérine/thréonine kinases répondant à des stimuli extérieurs et régulant de nombreuses 

activités cellulaires. La voie des MAP kinases (MAPK) constitue l'une des voies de 

signalisation les plus importantes au niveau cellulaire. Elle est impliquée dans la 

prolifération, la différenciation, l’apoptose, la production de cytokines, etc. 

Figure 8 : Voies de signalisation activées par les PTKs. D’après Beeram et al., 2005. 
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Les MAP kinases sont activées par un éventail de stimuli tels que les hormones ou 

facteurs de croissance. Les voies de transduction les impliquant reposent sur une cascade 

d’activation de MAPK kinase kinase (MAP3K) par des MAPKK comme MEK (MAP 

extracellular regulated kinase-(ERK) kinase). Ces MAPKs possèdent toutes un motif Thr-

XXX-Tyr sur lequel s’effectue la phosphorylation par les MEKs elles-mêmes activées par 

les MAP3Ks par phosphorylation de leur domaine sérine-thréonine. Trois voies principales 

ont été décrites : ERK1/2 (Extracellular signal regulated), SAPK/JNK et p38. 

La voie ERK1/2 (Extracellular signal regulated) est activée par des facteurs de 

croissance, des stimuli mitogènes. Elle régule la croissance et la différenciation cellulaire. 

De plus, elle est impliquée dans la réponse des cellules hôtes contre les pathogènes ou 

stimuli microbiens. Ras entre en interaction avec Raf qui phosphoryle à son tour les MAP 

kinase kinases, MEK1/2. Cette cascade de phosphorylation se poursuit par l’activation de 

ERK1/2 sur leurs résidus tyrosine et thréonine, qui à leur tour participent à la 

phosphorylation de protéines cibles dont p90RSK. Cette protéine peut alors phosphoryler 

l’histone 3 permettant la régulation de facteurs de transcription et participe à de nombreuses 

fonctions cellulaires telles que l’apoptose.  

La voie SAPK/JNK et p38 sont déclenchées suite au stress ou par les cytokines. 

Toutes deux sont impliquées dans la différenciation cellulaire et l’apoptose. Elles sont 

régulées par des MAPKKs spécifiques, SAPK/ERK kinase (SEK) appelée aussi MKK4 ou 

JNK kinase (JNKK) qui active JNK, MKK3 et MKK6 activant p38. 

 

3- Récepteurs membranaires et signalisation 

a. TLRs 

Les macrophages sont équipés de nombreux récepteurs afin de discriminer les 

différents pathogènes dont les TLRs pour « Toll like Réceptor ». Actuellement, 13 TLRs 

ont été décrits chez la souris et 10 chez l’homme. Il s’agit d’une famille de protéines très 

conservées se caractérisant par un domaine extracellulaire riche en leucine (« Leucine Rich 

Repeat domain ; LRR »), responsable de la reconnaissance des ligands (Bell, et al., 2003) et 

d’une région intra-cytoplasmique dénommée TIR (« Toll/Interleukin-1 Receptor), capable 

de transmettre les signaux de transduction (Takeda & Akira, 2004). Ils reconnaissent les 

PAMPs présents sur les pathogènes ce qui conduit à la transduction de signaux menant à 

l’induction de gènes tels que les cytokines, molécules co-stimulatrices et bien d’autres.  

Chaque TLR recrute une combinaison spécifique d'adaptateurs comme MyD88, TIRAP, 
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TRIF et TRAM afin d’activer différents facteurs de transcription, obtenant ainsi une 

réponse appropriée et efficace contre les divers pathogènes. Ils ont un rôle majeur dans 

l’élaboration de la réponse immunitaire innée. Il a été décrit deux types de signalisation 

induits par les TLRs : une voie de signalisation dépendante de MyD88 et une voie 

indépendante de MyD88 (Kawai & Akira, 2007, Kawai & Akira, 2007) (Fig 9). 

 

1. Voie dépendante de Myd88 

MyD88 contient à son extrémité terminale un domaine de 90 AA appelé « Death 

domain » (DD) et à son extrémité C-terminale un domaine TIR similaire à celui présent sur 

les TLRs. A travers ces deux domaines (TIR et DD), MyD88 agit comme une molécule 

adaptatrice entre les membres des TLRs et autres protéines impliquées dans la transduction 

du signal tels que IRAK (« IL-1 Receptor-Associated Kinase ») (Janssens & Beyaert, 2002) 

(Fig 9). 

Lorsque le ligand se lie spécifiquement à son TLR, le domaine TIR de MyD88 

interagit avec le domaine TIR des TLRs. MyD88 recrute et interagit à travers son domaine 

DD avec les différents membres de la famille IRAK dont IRAK-4, IAK-1 et IRAK-M. 

IRAK-4 est essentiel pour l’activation de la voie de transduction MyD88 dépendante. 

Quand les protéines IRAK sont phosphorylées, elles se dissocient de MyD88 pour 

interagir avec TRAF6 (« TNF-Receptor-Associated Factor 6). TRAF6 forme alors un 

complexe avec ubcl3 et Uev1A qui induit l’activation de TAK1 (« Transforming grothw 

factor-β-Activated Kinase 1 »). TAK1 se complexe avec TAB1, TAB2 et TAB3 (« TAK1 

Binding Proteins ») et active deux voies de signalisation distinctes impliquant les IKK 

(« IkappaB Kinases ») et les MAPK. Le complexe IKK induit la phosphorylation d’IκB, qui 

mène à la translocation dans le noyau de NF-κB. NF-κB contrôle l’expression de nombreux 

gènes comme ceux des cytokines, prolifération, etc. 

De plus, les membres de la famille MAPK phosphorylés peuvent activer d’autres 

protéines telles que le facteur de transcription AP-1 (« Activator Protein 1 »), régulant 

l’expression de gènes impliqués dans l’apoptose et la production de cytokines.  
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2. Voie indépendante de MyD88 

Des travaux sur des macrophages KO pour MyD88 ont mis en évidence l’existence 

d’une voie de signalisation indépendante de MyD88 (Kawai, et al., 1999, Kawai & Akira, 

2007). Cette voie de signalisation est impliquée dans la réponse contre les virus et induit la 

production d’IFN-β via les TLR3 et 4.  

La molécule TRIF (« TIR-Domain-Containing Adaptor Inducing-IFN-β) possédant un 

domaine TIR a été décrite comme une molécule adaptatrice pour les TLR3 et 4. Elle active 

IRF3 (« Interferon Regulatory Factor 3 ») et NF-κB. Une autre molécule possédant un 

domaine TIR, TRAM (« TRIF Related Adaptor Molecule ») participe à cette voie 

independante de MyD88 via le TLR4 (Takeda & Akira, 2004). 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figure 9 : Voies de signalisation induites par les TLRs. D’après Kawai et Akira, 2007. 
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b. Dectine-1 

Récemment, il a été décrit de nouvelles voies de signalisation intracellulaire, activée 

par le récepteur membranaire aux β-glucanes : la Dectine-1 (Fig 10). 

En effet, la phosphorylation de la Dectine-1, suite à la liaison de son ligand, mène au 

recrutement de Syk (« Spleen Tyrosine Kinase »). L’interaction de Syk aux motifs ITAM 

de la Dectine-1 permet son activation par un changement de conformation indépendamment 

de MyD88. Cette tyrosine kinase, à son tour, phosphoryle CARD9 (« Caspase Recruitment 

Domain protein 9 ») qui interagit avec NF-κB (Gross, et al., 2006, Hara, et al., 2007). Ces 

signaux de transduction, induisent la production de cytokines comme  l’IL-10 et l’IL-2 et de 

respiratory burst (Brown, 2006).  

Syk joue un rôle pivot dans ces nouvelles voies de signalisation en participant aussi à 

l’activation de la voie TLR/MyD88 (Rogers, et al., 2005, Gross, et al., 2006, Hsu, et al., 

2007) 

D’autre part, la Dectine-1 contribue à l’induction de la voie NF-κB non-canonique et 

peut activer NFAT (Gringhuis, et al., 2009). Elle est aussi capable de conduire des signaux 

intracellulaires, indépendamment de Syk, tel que le processus de phagocytose par les 

macrophages (Brown, 2006) et d’activer la sérine-thréonine kinase Raf-1 (Gringhuis, et al., 

2009). 

 

Figure 10 : Voies de signalisation activées par la Dectine-1. D’après Reid et 

al., 2009. 
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c. Mécanismes d’échappement des pathogènes aux fonctions macrophagiques  

Les agents infectieux ont développé toute une panoplie de stratégies pour déjouer les 

mécanismes de défense immunitaire. Ils sont capables de résister aux mécanismes de la 

défense immune et provoquent ainsi des maladies plus sévères ou plus durables que la 

moyenne. Le plus souvent, il s’agit d’agents pathogènes intracellulaires comme VIH, 

Listeria, Toxoplasma, Mycobacteria, Cryptococcus mais aussi des microorganismes 

extracellulaires tels que les bactéries Gram- et les levures.  

La plupart permettent au microorganisme/parasite de continuer l'invasion et la 

multiplication (d'où des infections persistantes et chroniques). Pour d'autres, la stimulation 

excessive et inefficace de l'immunité mène à des complications immunopathologiques, 

infections et parasitoses (dépôt de complexes immuns, suppurations chroniques..).  

Les mécanismes d'échappement sont très divers et font l’objet de nombreux travaux. En 

effet, certains adoptent des stratégies d’échappement de la cellule phagocytaire via sécrétion 

de toxines (listeriolysin O, phospholipase de type C, fonctions T3SS) qui désorganisent la 

membrane du phagosome, ou s’équipent d’un « cell coat » polysaccharidique ou lipidique 

limitant les atteintes du parasite et la désactivation de la cellule macrophagique (Shigella 

flexneri, Listeria monocytogenes, Rickettsia ricketsii, Burkholderia pseudomallei, 

Leishmania) (High, et al., 1992, Smith, et al., 1995, Gedde, et al., 2000, Whitworth, et al., 

2005, Pilatz, et al., 2006, Naderer & McConville, 2008, Ray, et al., 2009). 

D’autres utilisent des mécanismes de détournement. Ils pénètrent par une autre voie 

spécifique du pathogène (Salmonella typhimurium, Legionella pneumophila, Chlamydia 

trachomatis). Certains inhibent la fusion du phagosome avec un lysosome (S. typhimurium, 

Mycobacterium tuberculosis, M. leprae) ou empêchent l’acidification du phagolysosome 

(Mycobacterium spp) (Frehel & Rastogi, 1987, Koehler, et al., 1997, Roth, 2004, Pieters, 

2008). 

C. albicans a développé des stratégies pour déjouer les défenses de l’hôte notamment 

vis à vis des macrophages. Les processus exacts mis en jeu sont plus ou moins connus. Il 

utilise principalement des stratégies d’échappement et de destruction de la cellule 

phagocytaire. C. albicans est une levure dimorphique qui peut adopter une forme de conidie 

ou une forme mycélienne en fonction de son environnement. A l’intérieur des 

phagolysosomes, il est capable de germer (d’une forme blastoconidie à un filament) ce qui 

lui permet de détruire le macrophage (Kaposzta, et al., 1999). Le switching de C. albicans à 

l’intérieur du macrophage est dépendant de l’arginine (Ghosh, et al., 2009). 
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L’efficacité de la fusion lysosomale conduit à la destruction de C. albicans. Il semble que la 

maturation du phagosome semble perturbée à un stade précoce via la protéine CD71. La 

levure inhibe la fusion phagosome-lysosome pour se transformer en hyphe (Kaposzta, et al., 

1999, Marcil, et al., 2008, Fernandez-Arenas, et al., 2009). 

De plus, C. albicans freine sa capture via le camouflage de glycanes de sa paroi. La 

reconnaissance des β-glucanes est réalisée par la Dectine-1 exprimée par les macrophages.  

La dectine-1 ne peut se lier à la forme mycélienne de C. albicans car les  β-glucanes  ne lui 

sont pas accessibles  (Heinsbroek, et al., 2005). 

Des travaux indiquent que le champignon dérégule le macrophage pour favoriser son 

« immuno-évasion ». Il module la sécrétion de cytokine de la cellule phagocytaire et donc 

l’orientation de la réponse inflammatoire et sa survie. En effet, Candida sous forme 

blastoconidie et filament stimule la production de cytokine par le TLR2 mais seule la forme 

blastoconidie est capable de stimuler la cellule via le TLR4. La perte des signaux induite 

par le TLR4 durant la germination conduit à une altération de la réponse cytokinique (van 

der Graaf, et al., 2005).  

De plus, des études menées au laboratoire ont montré que C. albicans dérégule la voie 

ERK1/2 via l’activation de la phosphatase MKP-1 afin de résister à la lyse par le 

macrophage. De même, le phospholipomannane présent dans la paroi et relargué, initie 

l’apoptose des macrophages en diminuant la phosphorylation de la protéine pro-apoptotique 

Bad (Ibata-Ombetta, et al., 2003, Ibata-Ombetta, et al., 2003). 

C. albicans a mis au point une forme de mimétisme moléculaire dans le but d’échapper au 

système du complément. En effet, il a été mis en évidence à la surface de la levure deux 

récepteurs : CR3-like capable de fixer le C3bi (Gilmore, et al., 1988) et CR2-like fixant le 

C3d (Calderone, et al., 1988). Des résultats indiquent le rôle important des super oxydes 

dismutases (SOD) de C. albicans dans la neutralisation des dérivés oxygénés déployés par 

le macrophage. Des mutants sod5D/D et sod4D/D de C. albicans sont moins résistants à la 

lyse par les macrophages. Ainsi, Sod5 et Sod4 catalysent la destruction des dérivés 

oxygénés mis en place par l’hôte (Frohner, et al., 2009). 
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VI. Interaction C. albicans / Macrophages  

 

A. Molécules fongiques impliquées dans l’interaction C. albicans/ macrophages 

 

1- Le mannane ou phosphopeptidomannane 

L’activité stimulatrice du mannane a fait l’objet de nombreux travaux. En effet, il 

constitue la couche externe de la paroi qui est directement en contact avec les cellules de 

l’hôte. Il est reconnu par les macrophages via le TLR4 et CD14 (Tada, et al., 2002). Cette 

reconnaissance stimule la sécrétion de cytokines notamment le TNF-α.  

Les O-glycosyls et les N-glycosyls seraient impliqués dans des réponses cytokiniques plus 

ou moins importantes et spécifiques. Ainsi, des mutants déficients en N- ou O-glycosyls 

sont moins capables d’induire des cytokines (Netea, et al., 2006).  

De plus, le mannane de C. albicans, contrairement au zymosan et β-glucanes, induit la 

production d’IL17. Cette réponse est dépendante des antigènes présents à la surface de la 

levure et du MR, démontrant que le mannane n’est pas un simple stimulus mitogène (van de 

Veerdonk, et al., 2009, Rizzetto, et al.). De même, il serait impliqué dans l’inhibition de 

ROS, une des stratégies mise en place par la levure pour diminuer les dommages 

occasionnés par les macrophages (Ashman & Papadimitriou, 1995, Wellington, et al., 

2009). 

Enfin, de nombreux travaux indiquent que le mannane est directement impliqué dans 

l’infection par C. albicans (Kanbe, et al., 1993, Kanbe & Cutler, 1994, Munro, et al., 2005, 

Bates, et al., 2006, Geraldino, et al., 2010). Une étude révèle que le mannane inhibe la 

capture de C. albicans de façon dose dépendant tandis que les glucanes n’ont pas d’effets 

(Marodi & Johnston, 1993).  

 

2- Le PLM 

Le PLM (PhosphoLipoMannane) de C. albicans (Trinel, et al., 1993, Trinel, et al., 

1999) est présent au sein du mannane et excrété par la levure après contact avec les cellules.  

Il est détecté par les macrophages via la Galectine-3 et le TLR2 (Fradin, et al., 2000, 

Jouault, et al., 2003, Jouault, et al., 2006, Kohatsu, et al., 2006). Le PLM est impliqué dans 

la réponse macrophagique en induisant la production de TNF-α (Jouault, et al., 1994, 

Jouault, et al., 1998). D’ailleurs, le glycolipide permet l’échappement de la levure lors de la 

phagocytose. En effet, le PLM dérégule les signaux de transduction notamment via 
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l’inhibition de la phosphorylation d’ERK menant à une altération des processus de 

destruction de la levure. De plus, il initie un processus pro-apoptotique par la régulation de 

la phosphorylation de Bad (Ibata-Ombetta, et al., 2003, Ibata-Ombetta, et al., 2003). 

Son rôle tenu dans l’infection à C. albicans est à déterminer. L’injection de PLM à des 

souris entraine une augmentation de la mortalité et provoque l’induction d’un choc par la 

sécrétion de TNF-α (Trinel, et al., 1997). 

 

3- Les glycoprotéines 

Les glycoprotéines sont très abondantes dans la paroi. Elles ont de multiples fonctions 

structurales ou enzymatiques. Certaines d’entre-elles possèdent des propriétés 

immunostimulatrices sur les macrophages (Vecchiarelli, et al., 1991). 

Par exemple, MPF2 (Mannoprotein fraction 2) ainsi que SMP200 (Stress Mannoprotein 

200) induisent la production de TNF-α (Pitzurra, et al., 1996, Torosantucci, et al., 1997). 

MP65 est une mannoproteine de 65 kDa, codant pour une β-glucanase. Elle se lie aux 

macrophages et induit la sécrétion de cytokines (Pitzurra, et al., 1996, Sandini, et al., 2007, 

Pietrella, et al., 2008). 

 

4- Les β-glucanes 

Les β-glucanes ont été le sujet de nombreuses études (Heinsbroek, et al., 2005, Gow, 

et al., 2007, Taylor, et al., 2007, Torosantucci, et al., 2009). En effet, il est peu exposé à la 

paroi et se lie à la Dectine-1 et au TLR2 afin de moduler les voies de signalisation (Gantner, 

et al., 2003, Gantner, et al., 2005). Il est à l’origine de la production de cytokines pro-

inflammatoires (Brown & Gordon, 2001, Brown, et al., 2003) et de chimiokines 

(Torosantucci, et al., 2000). Des études récentes indiquent qu’il induit la production de 

ROS suite à l’interaction avec les macrophages (Wellington, et al., 2009). 

 

5- La chitine 

La chitine constitue le squelette de la paroi de C. albicans. Son rôle dans la 

pathogénicité est encore peu connu. Des études démontrent que l’efficacité de la destruction 

de la levure préalablement traitée avec de la chitine est amplifiée (Suzuki, et al., 1987). 

Elle potentialise la phagocytose et l’activité candidacidale des macrophages péritonéaux de 

souris mais ne stimule pas la production de ROS (Rementeria, et al., 1997). De plus, elle 
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exerce une activité immunomodulatrice via la sécrétion de cytokine (IL1-β) (van de 

Veerdonk, et al., 2009). 

 

6- Les β-1,2 oligommanosides 

Les β-1,2 oligomannosides ont été décrits chimiquement et exclusivement sur deux 

molécules : le mannane et le PLM. Ils sont présents chez les espèces les plus pathogènes du 

genre Candida et sont considérés comme des facteurs de virulence. Ils sont reconnus par la 

galectine-3. Leur détection est très spécifique et dépendante de leur configuration spatiale 

(Fradin, et al., 2000, Jouault, et al., 2001, Kohatsu, et al., 2006).  

Ce sont de puissants immunostimulateurs. En effet, ils se fixent au macrophage (Fradin, et 

al., 1996) et stimulent la synthèse de cytokines, particulièrement le TNF-α (Jouault, et al., 

1995). Cette synthèse est dépendante du degré de polymérisation : une activité optimale est 

observée au delà de 8 (Jouault, et al., 1995). Ce sont aussi des dérégulateurs des fonctions 

macrophagiques. Ils favorisent la production de dérivés de l’acide arachidonique à l’origine 

d’une désensibilisation des cellules (Jouault, et al., 2000). De même, ils modulent les voies 

de transduction de signaux (MEK, ERK, p90RSK) et initient l’apoptose pour permettre la 

survie des levures après phagocytose par le macrophage (Ibata-Ombetta, et al., 2003, Ibata-

Ombetta, et al., 2003). 

Ils jouent un rôle important dans le développement de l’infection à C. albicans. Des 

expériences réalisées à partir d’un mutant dont l’expression des β-1,2 oligomannosides est 

diminuée, présentent une virulence atténuée (Mille, et al., 2004). De plus, une réponse IgG3 

dirigée contre β-1,2 oligomannosides liés au mannane et au PLM est détectée chez les 

patients atteints de candidoses (Poulain, et al., 1993). Les tests diagnostics actuels des 

candidoses reposent sur cette production d’anticorps (Sendid, et al., 1999, Sendid, et al., 

2002). 
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B. Récepteurs macrophagiques impliqués dans l’interaction C. albicans/ 

macrophages 

 

 

 

1- Récepteurs macrophagiques opsoniques 

 

La paroi de C. albicans représente l’interface majeure entre le pathogène et les 

phagocytes. Les macrophages sont capables de reconnaitre la levure via leurs récepteurs 

spécifiquement dirigés contre les glycanes de la paroi. La détection de la levure conduit à sa 

phagocytose permettant son élimination. Les interactions mises en jeu lors de la 

reconnaissance et de la phagocytose sont complexes. Elles font appel à des interactions de 

type ligands-récepteurs, des interactions non-spécifiques et des réactions spécifiques, non 

opsoniques et opsoniques. 

Fig 11 : Intéractions des principaux PRRs avec les PAMPs des levures et les réponses 

cellulaires induites. D’après Jouault et al, 2009. 
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a. Récepteur pour le fragment du complément 

Les opsonines non spécifiques sont capables de se fixer sur la paroi de C.albicans 

pour participer à un complexe levure-opsonine-récepteurs macrophagiques. Les 

macrophages expriment trois récepteurs pour le fragment du complément. Deux récepteurs 

assurent la reconnaissance du C3bi : CR3 et CR4. Ils sont héterodimériques, constitués pour 

le CR3 des sous unités CD11b et CD18 (CR3), et pour le CR4, de l’association CD11c 

/CD18 (Ross, et al., 1985, Lee, et al., 1997, Calderone, 2002). Le CR1 quant à lui reconnait 

le fragment C3b. Ils appartiennent à la famille des intégrines. Ils sont présents chez les 

macrophages, les monocytes, les NK et les neutrophiles. Ils sont impliqués dans 

l’opsonisation de la levure, facilitent les contacts cellulaires et médient la phagocytose. 

Des études réalisées in vivo indiquent que le système du complément est important dans la 

résistance innée contre Candida (King, et al., 2000). 

 

b. FcRs 

De façon synergique, le phagocyte va reconnaître les complexes RFc-Ac-Ag formés. 

Le fragment Fc des immunoglobulines G (IgG) est reconnu par les récepteurs Fc (Cox & 

Greenberg, 2001) au nombre de 3 : FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) et FcγRIII (CD16). 

L’expression de ces récepteurs dépend de la maturation de la cellule. Ils contribuent à 

l’activation de la phagocytose, la production de molécules fongicides, et promeut la 

production de cytokine et chimiokine (Calderone, 2002). 

 

c. MBL 

La MBL (Mannan Binding Lectin) ou encore nommée MBP (Mannose/mannane 

Binding Protein) est une lectine multimérique composée de sous unités de 32 kDa et 

appartient à la famille des collectines. Les MBPs sont des protéines plasmatiques 

reconnaissant des structures présentes à la surface des bactéries et des virus via leur CDR 

(domaine carbohydrate) (Holmskov, et al., 1994). Cette lectine possède une structure 

analogue à celle du C1q permettant l’activation de la voie classique menant à la 

phagocytose du pathogène (Ohta, et al., 1990). 
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2- Récepteurs macrophagiques non opsoniques 

Comme décrit précédemment, C. albicans présente de nombreuses structures 

saccharidiques, dont elle module l’expression en fonction de son environnement. Outre le 

système opsonique, chacune de ces structures est reconnue spécifiquement par des 

récepteurs non opsoniques de 2 types : lectinique et de signalisation au niveau de la cellule 

macrophagique.  

 

A. Récepteurs lectiniques 

 

1. Récepteurs aux β-glucanes 

Les β-glucanes de la paroi des levures sont reconnus par 3 récepteurs différents : le CR3, β-

glucanes receptors, la Dectine-1. 

Le CR3 est un récepteur multifonctionnel pouvant fixer divers ligands tels que le 

C3bi, fibrinogène, le LPS. Il possède un site lectinique impliqué dans la reconnaissance de 

polysaccharides fongiques tels que la N-acetylglucosamine, le zymosan, les β-glucanes et 

methylglucoside (Thornton, et al., 1996, Xia, et al., 1999). 

Des études ont indiqué que le CR3 ne jouait pas un rôle essentiel dans la phagocytose du 

zymosan et de C. albicans. Cependant, il s’accumule au niveau des synapses phagocytaires 

et semble être impliqué dans la reconnaissance de la levure (Heinsbroek, et al., 2008). 

De même, il est possible qu’il interagisse avec d’autres récepteurs notamment la Dectine-1 

durant la capture des particules fongiques et lors de l’adhérence (Graham, et al., 1989, 

Tang, et al., 1997, Jongstra-Bilen, et al., 2003, Rubin-Bejerano, et al., 2007). 

De moindre importance, les «  β-glucans receptors » sont des protéines de 160 à 180 

Kda, exprimées par les monocytes et les macrophages reconnaissant des β-1,3 glucanes 

(Muller, et al., 1996). 

 

La dectine-1 (« DC-Associated C-type Lectin-1 ») est un récepteur lectinique de type 

C, possédant un seul domaine lectinique et un domaine intracellulaire ITAM. Elle est 

exprimée par les monocytes, les macrophages, les neutrophiles, les CD et les cellules de 

Langerhans (Brown & Gordon, 2001, Taylor, et al., 2002). Elle reconnait les β-glucanes de 

nombreux champignons : C. albicans, (Brown, et al., 2003), Aspergillus fumigatus (Steele, 
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et al., 2005), Pneumocystis carinii (Steele, et al., 2003) et Coccidioides posadasii 

(Viriyakosol, et al., 2005).  

L’expression de la Dectine-1 est dépendante du type d’infection (Ozment-Skelton, et al., 

2009). C’est le principal récepteur impliqué dans la phagocytose de C. albicans par les 

macrophages (Gantner, et al., 2005, Heinsbroek, et al., 2008). La dectine-1 a été décrite 

comme un co-recepteur du TLR2, déclenchant une réponse de type pro-inflammatoire via la 

sécrétion de TNF-α. (Gantner, et al., 2003, Viriyakosol, et al., 2005). Elle est impliquée 

dans la production de cytokines pro- et anti-inflammatoires telles que TNF-α, IL1-β, IL-2, 

IL-6, IL-10 (Herre, et al., 2004, LeibundGut-Landmann, et al., 2007, van de Veerdonk, et 

al., 2009). La production de cytokines par la Dectine-1 est orientée à travers deux voies de 

signalisation : Syk-dépendante et Syk-indépendante (Rogers, et al., 2005, Gow, et al., 

2007). Des études ont démontré que la Dectine-1 participait à la maturation des CD par 

l’activation de Syk (Skrzypek, et al., 2009). De plus, elle agit sur la différenciation des 

lymphocytes T helper via syk et raf-1 (Gringhuis, et al., 2009). Enfin, elle est impliqué dans 

la régulation de la phospholipase A2 (PLA2), du choc oxydatif et de la cyclooxygénase-2 

(COX-2) (Gantner, et al., 2003, Suram, et al., 2006). 

Ces résultats suggèrent que la Dectine-1 initierait les réponses immunes innée et adaptative, 

contribuant ainsi au contrôle du développement de l’infection à C. albicans. 

Cependant, l’épitope spécifiquement détecté, se concentre en un domaine restreint au 

niveau de la surface de la levure et dans la région de jonction entre la cellule mère et la 

cellule fille, mais n’est plus accessible sur la forme mycélienne (Gantner, et al., 2005, 

Underhill, 2007). Sa fonction dans la lutte contre les infections à C. albicans est 

controversée. En effet, Saijo et al ont montré que la Dectine-1 jouait un rôle mineur dans le 

contrôle de l’infection à C. albicans via les résultats obtenus d’infection de souris KO 

Dectine-1. En revanche, Taylor et al signalent que la production de cytokine et de 

chimiokines médiées par la Dectine-1 conduit au recrutement des cellules inflammatoires 

nécessaires au contrôle de l’infection (Dennehy & Brown, 2007, Saijo, et al., 2007, Taylor, 

et al., 2007). Enfin, une étude récente indique la Dectine-1 est essentielle dans la défense 

des infections fongiques et que l’expression de celle-ci est sous le contrôle de PPARγ 

(Gales, et al., 2010).  

 

Récemment, Mincle, également connu sous le nom de Clec4e et Clecsf9 a été décrit. 

Cette lectine de type C est impliquée dans la reconnaissance de C. albicans et de S. 

cerevisiae. Son ligand reste à identifier. Cependant, il a un patron d’expression similaire à 
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la Dectine-1 et 2 (Wells, et al., 2008). Il est exprimé par les macrophages, les CD et les 

cellules B (Flornes, et al., 2004). 

Son expression est augmentée après stimulation par la levure ou suite à la production 

d’IFN. Il n’est pas impliqué directement dans la phagocytose mais dans la détection précoce 

et la signalisation de C. albicans dans le phagosome. Il se lie avec le TLR2 et joue un rôle 

dans la sécrétion de TNF-α. Une augmentation de la colonisation par la levure dans les reins 

est observée chez des souris KO Mincle (Bugarcic, et al., 2008, Wells, et al., 2008). 

 

 

2. Récepteurs des α-mannosides 

Quatre récepteurs sont impliqués dans la reconnaissance des α-mannosides : MR, DC-

SIGN, Dectine-2 et galactose spécific receptor.  

Le Mannose récepteur ou MR est une protéine de 180 kDa comportant 5 domaines 

riches en cystéine. Il est exprimé par les macrophages et les CD non matures. Il reconnait 

des carbohydrates riches en résidus mannose, lui permettant de détecter de nombreux 

microorganismes et virus (Leishmania, HIV,…) (Tarnowski, et al., 1988, Shepherd, et al., 

1991, Sallusto, et al., 1995, Vazquez-Torres & Balish, 1997, Takahashi, et al., 1998, 

Linehan, et al., 1999). 

La reconnaissance des résidus mannose de la paroi de C. albicans par le MR s’effectue via 

les mannoses N-glycolsylés, tandis que les mannoses O-glycosylés seraient reconnus par le 

TLR4 (Netea, et al., 2006). 

Le MR participe à la phagocytose de C. albicans et à l’initiation de la production de 

cytokines telles qu’IL-1β, IL-6, IL-17, MC-P1 par les macrophages (Karbassi, et al., 1987, 

Marodi, et al., 1991, Porcaro, et al., 2003, Netea, et al., 2006, Gow, et al., 2007, van de 

Veerdonk, et al., 2009). Le rôle exact tenu par le MR lors de la phagocytose de C. albicans 

est discuté. (Le Cabec, et al., 2005, Willment & Brown, 2008). Des cellules n’exprimant 

pas de MR sont capables de reconnaître des -mannosides (Le Cabec, et al., 2005). 

Une étude indique que le MR ne jouerait pas de rôle dans les étapes précoces de la 

phagocytose mais à l’intérieur du phagosome (Heinsbroek, et al., 2008). Galès et al 

spécifient que le MR est important dans les interactions C. albicans non opsonisé-

macrophages M2 (MR fortement exprimés dans ce contexte) (Gales, et al., 2010). 

D’autre part, les résultats de Lee et al signalent que le taux de survie des souris MR (-/-) à 

une candidose systémique est égal à celui des souris sauvages, mais qu’elles présentent un 
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nombre de levures plus élevé dans les organes cibles de C. albicans. Ainsi, la fonction du 

MR dans les candidoses systémiques ne serait que mineur (Lee, et al., 2003). 

Contrairement au MR, les DC-SIGN (dendritic cell-specific ICAM (intracellular 

adhesion molecule)-grabbing non integrin) reconnaissent des structures mannosidiques 

ramifiées. Exprimés par les CD et les macrophages, ils font partie tout comme les MR, des 

lectines du type C, protéine membranaire de type 2, formant un tétramère à la surface des 

cellules. Il intervient dans la fixation  de parasites (Leishmania, Mycobacteria), de virus 

(VIH, Ebola, SIV) et de levure (C. albicans) (Geijtenbeek, et al., 2000, Colmenares, et al., 

2002, Cambi, et al., 2003). DC-SIGN est un des récepteurs d’ICAM 3 dont l’interaction est 

responsable de la prolifération des lymphocytes T naïfs induite par les CD ainsi qu’ICAM 

2, support de la migration transendothéliale des CD (Geijtenbeek, et al., 2000). Il initie la 

réponse immune adaptative par le processing et la présentation d’antigène et dans une 

moindre mesure, la phagocytose et la destruction de la levure par les CD (Netea, et al., 

2004). DC-SIGN lie et internalise C. albicans via la reconnaissance du N-mannane 

constituant la paroi (Cambi, et al., 2003, Cambi, et al., 2008).  Il peut moduler les signaux 

intracellulaires induits par les TLRs via l’acétylation de la kinase Raf-1 (Gringhuis, et al., 

2007). Il est impliqué dans la production de cytokines telles qu’IL-10, IL-6, TNF-α par les 

CD (Netea, et al., 2004, Gringhuis, et al., 2007).  

Le SIGNR1contribue à la reconnaissance de C. albicans, facilite la sécrétion de TNF-α et 

concourt à la phagocytose par les macrophages (Taylor, et al., 2004, Nagaoka, et al., 2005). 

 

La dectine-2 est distribuée sur les macrophages, cellules de Langerhans et les CD. Cette 

lectine de type C reconnait une structure spécifique de 8 mannoses (McGreal, et al., 2006). 

Ce récepteur est le seul à interagir préférentiellement avec la forme mycélienne de C. 

albicans, ainsi qu’avec les hyphes de Microsporum audouinii et Trichophyton rubrum. Les 

formes levures sont peu reconnues. Son expression est augmentée lors de l’inflammation, 

notamment celle induite par C. albicans (Ariizumi, et al., 2000, Taylor, et al., 2005). 

La Dectine-2 peut s’associer avec le récepteur FcγR pour induire l’internalisation, 

l’activation de la voie de signalisation NF-κB et augmenter la production de cytokines 

(TNF-α et IL-1) (Sato, et al., 2006). De plus, des expériences récentes indiquent qu’elle 

activerait les CD via la voie de signalisation Syk-CARD9 et qu’elle régulerait la réponse 

immune adaptative lors d’une infection fongique (Robinson, et al., 2009). 
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3. Galectine-3 

La galectine-3 (anciennement Mac-2) est une lectine soluble possèdant un site de 

reconnaissance aux carbohydrates (CDR). Cette protéine de 32 Kda est exprimée à la 

surface des macrophages, CD, kératinocytes et fibroblastes. Elle est impliquée dans la 

reconnaissance de différents glycolipides bactériens tels que le LPS. Elle intervient dans la 

régulation de l’homéostasie des cellules immunitaires (Rabinovich & Gruppi, 2005). La 

galectine-3 participe au processus inflammatoire en recrutant les neutrophiles au niveau des 

tissus infectés, dans la reconnaissance et destruction des bactéries via la libération de ROS 

par les phagocytes (Almkvist & Karlsson, 2004). 

Elle est à l’origine de la détection spécifique de C. albicans. En effet, elle est impliquée 

dans la reconnaissance des β-1,2 oligomannosides (Fradin, et al., 2000). Elle intervient dans 

l’inflammation induite par C. albicans, la réponse TLR2 (Jouault, et al., 2006) et dans la 

production de cytokines tel que le TNF-α (Dromer, et al., 2002, Jawhara, et al., 2008). Des 

études indiquent de plus qu’elle possèderait une puissante activité antifongique (Kohatsu, et 

al., 2006).  

 

B. Récepteurs microbiologiques ou PRRs (Pattern Recognition Receptors) 

 

1. TLRs 

Au nombre de 13 chez la souris et 10 chez l’homme, les TLRs (Toll like receptor) sont une 

famille de récepteurs transmembranaires de type 1, exprimés par de nombreuses cellules.  

Ces récepteurs sont ainsi capables de reconnaître les PAMPs (Pathogen-Associated 

Molecular Patterns), motifs conservés présents chez les microorganismes mais absents chez 

les eucaryotes supérieurs. Ils possèdent un domaine extracellulaire riche en leucine (LRR 

pour « Leucine Rich Repeat Domain »), responsable de la reconnaissance des ligands (Bell, 

et al., 2003) et un domaine intracellulaire TIR (« Toll/Interleukin-1 Receptor »), impliqué 

dans la transduction des signaux (Takeda & Akira, 2004). Les TLRs jouent un rôle crucial 

dans la réponse immunitaire innée et acquise. 

Les TLR2 et TLR4 semblent être les plus impliqués dans la reconnaissance des 

levures et jouent un rôle dans le développement de l’infection par C. albicans. Le TLR4 

reconnaît en association avec le CD14, le mannane  de C. albicans et de Saccharomyces 
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cerevisiae (Tada, et al., 2002). Un polymorphisme touchant le TLR4 augmente la 

susceptibilité à l’infection par C. albicans (Van der Graaf, et al., 2006). D’ailleurs, des 

macrophages de souris mutés pour le TLR4 montrent une altération de la sécrétion de 

chimiokines et un défaut de recrutement des neutrophiles. Cependant, la production de 

cytokines pro-inflammatoires est normale (Netea, et al., 2002). Le TLR2 coopère avec la 

dectine-1 pour stimuler les cellules en réponse aux β-glucanes présents à la paroi de C. 

albicans (Brown, 2006) de même, qu’avec la galectine-3. 

Bellocchio et al ont examiné l’activité antifongique des neutrophiles de souris 

sauvages, TLR2-/-, TLR4-/-, TLR9-/-, IL-1R-/- et Myd88-/-. Cette fonction contre les 

levures et les hyphes est diminuée pour les neutrophiles issus de souris IL-1R-/- et Myd88-

/-. L’activité antifongique des neutrophiles des souris TLR2-/-, TLR4-/-, TLR9-/- n’est pas 

affectée ou très peu augmentée. De même, ils ont observé une diminution d’IFNγ et une 

augmentation d’IL-4  chez les souris TLR2-/-, TLR4-/-, TLR9-/-, IL-1R-/- et Myd88-/- 

comparé aux souris sauvages (Bellocchio, et al., 2004). Une autre étude indique que la 

neutralisation du TLR2 et le TLR4 inhibe la synthèse de PGE2 par les cellules HeLa (Deva, 

et al., 2003). 

Des études ont montré qu’en fonction de la forme adoptée par la levure, la 

reconnaissance et la réponse cytokinique, variaient. En effet, le TLR2 et le TLR4 

reconnaissent des blastoconidies tuées par la chaleur et induisent la sécrétion de TNF-α et 

d’IFNγ par des cellules mononucléaires. La forme mycélienne, quant à elle, n’est détectée 

que par le TLR2 et conduit à une légère production de TNF-α (van der Graaf, et al., 2005). 

De plus, des travaux réalisés à partir de souris KO pour le TLR2 ou le TLR4 indiquent que 

les souris KO TLR2 sont plus résistantes à l’infection par C. albicans que les souris KO 

TLR4. C. albicans induit une immunosuppression à travers le TLR2 qui augmente la 

production d’IL-10 et la survie des Treg (Netea, et al., 2004). De même, ces macrophages 

ont une efficacité de phagocytose et de lyse augmentée par rapport aux macrophages des 

souris sauvages (Blasi, et al., 2005). Cependant, une autre étude réalisée récemment indique 

que l’absence de TLR2 conduit à une baisse des chimiokines par les neutrophiles, favorisant 

la dissémination du pathogène dans les ganglions lymphatiques et la rate. L’exsudat 

inflammatoire de souris TLR2-/- contient une plus grande proportion de macrophages et de 

neutrophiles apoptotiques. De plus, l’activité phagocytaire des neutrophiles et macrophages 

ainsi que la production d’oxyde nitrique, de même que l’activité myéloperoxydase sont 

réduites (Tessarolli, et al., 2009). 
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Des données expérimentales montrent que l’augmentation de la susceptibilité à une 

candidose disséminée est liée à l’âge des souris. Elle est de surcroit corrélée à  une 

réduction de l’expression du TLR2 et de production de cytokine mais sans altération de 

l’activité fongicide (Murciano, et al., 2008). De plus, la voie TLR2/Dectine-1 mais pas 

TLR4 ou NOD2, amplifie la production d’IL-17 induit par le MR (van de Veerdonk, et al., 

2009). 

Les travaux réalisés au laboratoire ont montré que le  PLM de la paroi de C. albicans 

menait la production de TNF- par les macrophages via l’association TLR2/galectine-3 

(Jouault, et al., 2003). De plus, des levures vivantes administrées oralement par gavage à 

des souris indiquent qu’une stimulation induite par C. albicans nécessite l’association 

TLR2/galectine-3 (Jawhara, et al., 2008). 

La reconnaissance de C. albicans par le TLR6 module la balance entre les cytokines 

de type Th1 et Th2. En effet, la production d’IL-10 est altérée tandis que l’IFNγ libéré est 

augmenté dans des souris KO TLR6. Alors que la production TNF-α, IL-1 et d’IL-6 et la 

susceptibilité des souris à une candidose disséminée sont identiques que les souris sauvages 

(Netea, et al., 2008). 

A partir des différents travaux effectués, il a été démontré que les TLRs participaient 

de manière essentielle au développement d’une réponse immunitaire adaptée contre C. 

albicans.  

 

2. Les molécules accessoires des TLRs 

 

Un certain nombre de molécules accessoires sont indispensables pour la 

reconnaissance des microorganismes, mais aussi pour la signalisation et la modulation de la 

réponse immune par les TLRs. 

 

 CD14 

CD 14 est une glycoprotéine de 55 kDa ancrée à la membrane plasmique par une 

ancre GPI. Cette molécule potentialise la réponse au LPS en se liant et en facilitant le 

transfert au complexe TLR4/MD-2 (Latz, et al., 2002). CD14 interagit avec le TLR2 et le 

TLR4 de façon ligand dépendante (Schmitz & Orso, 2002, Akashi-Takamura & Miyake, 

2008). 
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Récemment, il a été décrit que le CD14 participait non seulement à la reconnaissance de 

ligands mais aussi à la réponse intracellulaire. Il peut agir comme un transporteur de ligands 

et comme un potentialisateur de signaux via le recrutement de rafts lipidiques. De plus, 

CD14 interagit avec de nombreux TLRs pour induire la production de cytokines après 

infections virales ou bactériennes (Finberg & Kurt-Jones, 2006, Lee, et al., 2006). 

Le CD14 est impliqué dans la reconnaissance du mannane de C. albicans et de S. cerevisiae 

en coopération avec le TLR4 qui mène à la production de TNF-α (Tada, et al., 2002). De 

plus, les gènes codants pour le CD14, IL-15 et le récepteur à IL-13 sont tenus sous silence 

suite à 18h d’exposition à C. albicans (Kim, et al., 2005). 

 

 Nod 

Les protéines Nod (Nucleotide Oligomerization Domain) sont des protéines 

intracellulaires appartenant à la famille des PRRs. Elles sont impliquées dans la surveillance 

intracellulaire en repérant des composants microbiens comme le peptidoglycane des 

bactéries (Inohara, et al., 2001, Girardin, et al., 2003). Elles ont un rôle non négligeable 

dans la lutte contre les infections (Inohara, et al., 2005, Shaw, et al., 2008). 

Nod2, encore appelée CARD15, est une protéine de 115 kDa et est exprimée sur les 

monocytes, macrophages, CD et cellules de Paneth. Nod2 est nécessaire et suffisante pour 

activer NF-κB (Inohara, et al., 2005, Franchi, et al., 2008). 

Des mutations de Nod2 sont associées à des maladies humaines auto-immunes notamment 

la maldie de Crohn (Hugot, et al., 2001). Des études ont montré que Nod2 aurait un effet 

synergique avec le TLR2 ou le TLR4 (Netea, et al., 2005). Cependant, il semble être peu 

impliqué dans la détection de C. albicans (van der Graaf, et al., 2006). 

Le rôle de Nod2 dans la reconnaissance et la défense de l’hôte vis-à-vis des infections à C. 

albicans est encore obscur.  

 

 

 

 

 

 

 

 

te
l-0

04
93

70
8,

 v
er

si
on

 1
 - 

21
 J

un
 2

01
0



 71 

 

 

 

C. Stimulation des macrophages par C. albicans et ses composants 

 

Les interactions entre les différents composants (glycannes, protéines pariétales, etc…) de 

C. albicans et les récepteurs macrophagiques conduisent à la discrimination de cette levure 

et à la stimulation du macrophage.  

En effet, cette reconnaissance spécifique mène à la mise en place de multiples évènements 

cellulaires. Certains récepteurs macrophagiques sont des protéines transmembranaires 

tyrosines kinases, impliquées dans les échanges GDP/GTP et dans l’activation de la voie 

des Mapk (ERK1/2, SAPK/JNK et p38). De plus, chacun des TLRs engagé est capable de 

recruter une combinaison spécifique d'adaptateurs comme MyD88, TIRAP, TRIF et 

TRAM,  afin activer différentes voies de signalisation : voie de signalisation dépendante 

et/ou indépendante de MyD88. La Dectine-1 est en elle-même apte à induire des voies de 

signalisation intracellulaire (Syk, MyD88, NF-κB) (Rogers, et al., 2005, Brown, 2006, 

Gross, et al., 2006, Hara, et al., 2007, Hsu, et al., 2007). 

Toutes ces voies de signalisation régulées par les stimuli perçus conduisent à 

l’élaboration de réponses cellulaires. Des processus mécanistiques tels que la phagocytose, 

le relarguage de substances  microbicides, vont être mis en place via l’activation ou la 

répression de gènes et de facteurs de transcription. D’autre part, cette stimulation conduit à 

la synthèse de cytokines. Le TNF-α, IL-1β, IL-18 et IL-6 sont des cytokines pro-

inflammatoires tandis qu’IL-10 et IL-4 sont des cytokines anti-inflammatoires. Toutes sont 

sécrétées rapidement par les phagocytes suite à l’interaction avec C. albicans (Calderone, 

2002, Janeway, 2003). 

De cette façon, le TNF-α régule le recrutement des cellules phagocytaires, induit 

l’expression de molécules co-stimulatrices et stimule la phagocytose par les macrophages, 

la production d’IL-1 et de prostaglandine E2. Il est essentiel dans le contrôle des candidoses 

systémiques.  

L’IL-10 est pour sa part capable d’inhiber la synthèse d’IFN-γ, IL-2, IL-3, TNF-α et GM-

CSF par les macrophages et les cellules Th1. Elle stimule les thymocytes et les cellules B. 

De plus, elle est sécrétée en réponse à la forme mycélienne de C. albicans et inhibe le 
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développement d’une réponse cellulaire protectrice (Mencacci, et al., 1998, d'Ostiani, et al., 

2000, Roilides, et al., 2000, Bozza, et al., 2004, Camargo, et al., 2009). 

Ainsi, ces différentes cytokines ont un rôle essentiel aussi bien dans l’élaboration de 

la réponse immunitaire innée via l’activation des macrophages et des lymphocytes NK que 

dans la mise en place de la réponse immunitaire spécifique par les lymphocytes T et B. 

Ce sont elles qui vont permettre l’instauration d’une réponse immune pertinente, élaborée 

contre C. albicans, déterminant l’évolution de l’infection.  
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ARTICLE 1  

Host responses to a versatile commensal: PAMPs and PRRs 

interplay leading to tolerance or infection by 

Candida albicans 
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RESULTATS  

 

I. Mise au point d'une méthode d'évaluation qualitative et quantitative de 

l'expression des glycannes pariétaux de levures (article 2 et 3) 

 

A. Mise au point de la méthode de cytométrie 

 

Les glycannes de la paroi de C. albicans jouent un rôle important dans les interactions 

avec les cellules de l’hôte et contribuent ainsi à l’équilibre commensal-pathogène. Certains 

de ces glycannes pariétaux sont exprimés à la fois par C. albicans et par S. cerevisiae, 

suggérant que les mécanismes moléculaires de reconnaissance mis en jeu par les récepteurs 

macrophagiques sont similaires.  

L’objectif de cette étude a été le développement de la technique de cytométrie en flux 

appliquée à la levure afin d’analyser le rôle relatif des glycannes de paroi dans l’interaction 

avec les cellules macrophagiques. La présence et l’accessibilité des glycannes en surface de 

C. albicans et de S. cerevisiae ont été évaluées par cet outil et comparées en fonction des 

différentes conditions de culture.  

Les anticorps polyclonaux de lapin spécifiquement dirigés contre les glycannes 

pariétaux de Candida, conçus par les laboratoires Iatron et développés pour l’identification 

des différentes espèces de Candida en test d’agglutination, ont été adaptés à cette technique. 

L’utilisation de ces facteurs antigéniques jointe à celle d’anticorps spécifiques des 

glycannes pariétaux a permis la caractérisation et la quantification du profil d’expression 

des glycannes de la paroi de levures en cytométrie de flux. Les résultats obtenus, en accord 

avec les données obtenues avec d’autres méthodes, (Trinel, et al., 2002) ont permis de 

valider la méthode de phénotypage des levures par le FACS. L’expression glycannique de 

surface de C. albicans et S. cerevisiae, a pu être analysée en fonction des conditions de 

culture. Des différences d’expression glycannique de surface des α et des β-mannosides ont 

été observées.  

Les données indiquent que les β-mannosides exposés sur les mannoprotéines et/ou le 

phospholipomannane sont augmentés en phase stationnaire alors que ceux liés au mannane 

ne sont pas affectés par les différentes conditions de culture. Ainsi, la technique de 

cytométrie en flux est une méthode efficace pour étudier la modulation de l’expression 

glycannique de surface de C. albicans en fonction des conditions environnementales.  
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ARTICLE 2  

Comparative analysis of cell wall surface glycan expression 

in Candida albicans and Saccharomyces cerevisiae 

yeasts by flow cytometry 
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ARTICLE 3  

A Method for Examining Glycans Surface Expression 

of Yeasts by Flow Cytometry 
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B. Application à l'étude de la spécificité d'un anticorps monoclonal 

 

L’anticorps 26G7, IgM de souris a été produit par une technique classique 

d’immunisation de souris BALB/c par injection sous-cutanée d’une glycoprotéine de 150 

kDa issue de la paroi de C. glabrata. Des travaux d’Elguezabal et al, montrent que cet 

anticorps inhibe l’adhérence de souche de Candida sérotype A et ne réagit pas avec la paroi 

des souches de sérotype B (Elguezabal, et al., 2004, Elguezabal, et al., 2009). 

 

La spécificité ainsi que la sensibilité du mAb 26G7 ont été évaluées par plusieurs 

techniques (Western blot, cytométrie en flux et luminex) sur différentes souches de levures.   

 

a. Western blot sur extraits totaux de levures  

Le marquage du mAb 26G7 (1/1000 dilution) a été comparé avec ceux de 3 mAbs de 

références (EB-CA1, 5B2 et B9E) en technique Western blot sur des extraits totaux de 

levure. Le panel d’extraits se compose de 5 souches de C. albicans de sérotype A, une 

souche de C. dubliniensis, 2 souches de C. glabrata, 4 souches de C. albicans de sérotype B 

et une de S. cerevisiae.  

L’anticorps EB-CA1 est spécifique des α-1,2 mannosides présents les mannoprotéines 

et mannane des souches de sérotype A et B de C. albicans. Les β-1,2 oligomannosides sont 

détectés par le mAb 5B2 et l’anticorps B9E reconnaît un hétérodimère β/α-mannosides (Fig 

12). 
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Figure 12: Réactivité des extraits des levures vis-à-vis des mAbs 5B2 (1:4000), EB-CA1 (1:1000), 

Cg26G7 (1:1000) et B9E (1:1000) en Western blot 

 

Comme attendu, les souches de sérotype A et de sérotype B sont révélées par les 

mAbs CA1 et 5B2. De plus, C. albicans sérotype A, C. dubliniensis et C. glabrata sont 

marquées par le B9E. Les souches de sérotype B et S. cerevisiae ne sont pas détectés par cet 

anticorps. Le PLM des souches de sérotype A, B et C. dubliniensis est discriminé par le 

mAb 5B2. 

Les glycoprotéines de C. albicans sérotype A, C. dubliniensis et C. glabrata sont reconnues 

par le mAb 26G7 contrairement aux souches de sérotype B de C. albicans et S. cerevisiae. 

   

b. Cytométrie en flux  

MAb 26G7 a été évalué en cytométrie de flux sur le même panel de souche que celui 

utilisé pour le Western blot (Fig 13). 

Les réactivités du CA1 et 5B2 avec les différentes souches de levures sont identiques à 

celles obtenues en Western blot. 

L’intensité de fluorescence optimale pour le 26G7 est obtenue à une dilution au 

300
ème

 de l’anticorps et un second anticorps anti-IgM de souris couplé à un fluorore dilué au 

100
ème

. Plus de 50% de la population est marquée dans ces conditions.  
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Figure 13: Moyenne des Intensités de fluorescence obtenues sur le panel de levure avec le mAb 

26G7 

 

 

Les résultats indiquent que l’anticorps 26G7 reconnaît C. albicans sérotype A, C. 

dubliniensis et des épitopes exprimés par une partie de la population de C. glabrata. En 

effet, deux populations sont observées : une négative et une autre fortement positive. La 

proportion de cellules négatives varie en fonction de l’expérience. Ceci peut être dû à une 

faible expression de l’épitope par une partie de la population (Fig 14). 
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Figure 14: Histogramme de fluorescence et Dot Plot de C. glabrata après marquage avec le mAb 

26G7 
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Le profil des différentes moyennes des intensités de fluorescence obtenues avec le 

mAb 26G7 est équivalent à ceux du mAb B9E (Fig 15). 

 

 
 

Figure 15 : Moyenne des intensités de fluorescence suite aux marquages des souches avec le mAb 

B9E (1/100) et le mAb 26G7 (1/300) 

 

c. Analyse par la méthode de Luminex 

La réactivité du 26G7 a été testée sur des phosphopeptidomannanes (PPM) issus de 

différentes levures et sur des oligomannosides de synthèse, coatées sur des billes 

magnétiques en technologie luminex. Les mannanes des souches VW32, SC5314 et CAF-

1-4 (culture à pH 2) de C. albicans sérotype A, de la souche SU1 de S. cerevisiae et de la 

souche NIHB de C. albicans sérotype B ont été testées de même que différents 

oligomannosides synthétiques (α-1,2 mannosides ou β-1,2 mannosides). 

La réactivité du 26G7 a été comparée à celle de l’anticorps de référence B9E. Les 

PPM-SU1 et de NIHB sont peu reconnus par le 26G7 et B9E tandis que les PPMs de 

VW32 et SC5314 sont révélés. La détection du mannane de CAF-1-4 (culture à pH2) est 

faible pour ces deux anticorps. Cependant, le marquage du 26G7 pour les PPMs de VW32 

et de SC5314 est plus important comparé à celui obtenu pour le B9E (Fig 16). 
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Figure 16: Moyenne des intensités de fluorescence obtenues sur les mannanes des différentes 

levures avec le mAb B9E et le mAb 26G7 

 

 

En ce qui concerne les oligomannosides de synthèse, plusieurs configurations 

glycanniques ont été évaluées : di α, tétra α-mannosides, di β, tri β et tétra β-mannosides. 

Comme attendu, l’anticorps B9E révèle les β-mannosides et les α-mannosides des 

glycannes synthétiques. Le mAb 26G7 réagit fortement avec les tri β-mannosides (Fig 17). 
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Figure 17 : Moyenne des intensités de fluorescence obtenues avec les oligomannosides 

synthétiques différentes levures avec le mAb B9E et le mAb 26G7 
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d. Western blot sur des mutants  

Afin de déterminer le(s) épitope(s) reconnu(s) par le mAb 26G7, la réactivité de cet 

anticorps a été testée sur 3 mutants déficients en β-1,2 oligomannosides (Bmt1,2 et 3) (Fig 

18) en technique Western blot (Fig 19). 

 
 

Fig 18: Identification des mutants sur le mannane de C. albicans. D’après Mille, C 

et al, 2006 
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Figure 19 : Les mutants révélés par le mAb B9E (1:1000) et le mAb 26G7 (1:1000) en Western 

blot 

 

Comme attendu, la souche sauvage est révélée par le B9E et 26G7. Seules les 

glycoprotéines de Bmt2 sont marquées par ces deux anticorps. Les déterminants 

antigéniques de Bmt1 et Bmt3 ne sont pas reconnus. 

 

Ainsi, cette série d’expérience a permis d’une part d’évaluer la sensibilité et la spécificité 

de l’anticorps 26G7 sur un panel de souche et d’autre part de caractériser son épitope. Elles 

montrent que l’anticorps 26G7 présente les mêmes caractéristiques que l’anticorps B9E ; il 

reconnaît le même épitope que celui-ci à savoir les β-mannosides présents sur la partie non 

réductrice des chaînes α-1,2 (article en préparation). 
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II. Evaluation de l'incidence de l'expression des glycannes pariétaux sur la 

réponse cellulaire de l'hôte (article 4) 

 

La balance entre la production de cytokines de type pro et anti-inflammatoires est 

cruciale dans l’infection par C. albicans. En effet, ces deux profils de régulation sont 

associés soit à une résistance de l’hôte soit à la dissémination de la levure. La charge 

fongique est l’un des facteurs les plus importants, directement impliqué dans l’initiation et 

le devenir des infections.  

Le but de ce travail a été d’étudier les effets de différentes charges fongiques dans la 

modulation de ces deux types de réponses cytokiniques. Pour ce faire, la réponse cellulaire 

induite par C. albicans a été analysée via la sécrétion de TNF-α versus IL-10 sur deux 

lignées de macrophages murins J774 et RAW.  

Les résultats indiquent que C. albicans induit la production de TNF-α par les J774 et 

les RAW. Cette sécrétion de TNF-α est fonction de la charge fongique utilisée. En effet, 

celle-ci est élevée lorsque le ratio levure-macrophage est de 1L/1L mais est amoindrie 

lorsque la charge en levure est de 10L/1M. De plus, elle est dépendante de la 

phosphorylation d’ERK. La viabilité des macrophages vis à vis de ces deux charges 

fongiques a été évaluée et n’est pas lié avec l’effet observé. 

Des blastoconidies traitées au PAF sont incapables de stimuler ou de moduler les 

réponses cellulaires quelque que soit le ratio levure-macrophage utilisé.  

Le surnageant obtenu de culture de levure seule à différents ratios (1L ou 10L pour 1M) 

induit une forte production de TNF-α mais ne module pas la réponse cytokinique. 

Cependant, le surnageant de co-culture levure-macrophage à charge fongique importante 

stimule la sécrétion de TNF-α mais en abolit la production. Ainsi, un composé excrété par 

les levures lors du contact avec les macrophages semble être à l’origine de cette modulation 

cellulaire.  

Deux molécules connues pour être excrétées par les levures, ont été examinées. Le 

PLM, régulateur négatif de la phosphorylation d’ERK, induit la sécrétion de TNF-α par les 

cellules. Le farnesol, molécule de quorum sensing impliquée dans le maintient de la forme 

blastoconidie à une haute densité, ne stimule pas les macrophages. Ces deux composés ne 

sont pas impliqués dans l’effet suppresseur précédemment observé.  

En parallèle, la production d’IL-10 a été mesurée. Un effet dose dépendant a été observé 

uniquement avec des blastoconidies vivantes. Les surnageants de culture de levures ou de 
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co-culture levure-macrophage ne stimulent pas la sécrétion d’IL-10. De plus, la sécrétion 

d’IL-10 est indépendante de la phosphorylation ERK.  

Ces travaux indiquent que la réponse cytokinique induite par C. albicans peut prendre 

deux orientations différentes. La réponse immune résultante est fonction de la charge 

fongique, dépendante des interactions entre les différents glycannes de la paroi de C. 

albicans et les récepteurs spécifiques des cellules macrophagiques. De plus, la sécrétion de 

molécules par les levures lors du contact avec les macrophages semble essentielle dans la 

modulation de cette réponse. Les mécanismes exacts mis en jeu restent à élucider.  
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ARTICLE 4  

In vitro pro- and anti-inflmammatory responses to viable 

Candida albicans yeasts by a murine macrophage cell line 
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Résultats complémentaires de l’article  

 

Implication d’ERK dans la production de TNF-α induite par C. albicans  

 

Les cellules ont été traitées avec un inhibiteur de MEK, altérant la phosphorylation 

d’ERK avant stimulation par les levures. La production de TNF-α et d’IL10 a été quantifiée 

après 4h de co-culture avec différentes proportions de levures (Fig 20). 

Comme indiqué en fig X, l’addition de cet inhibiteur à une co-culture levure-macrophage, 

conduit à l’inhibition de la production de TNF-α mais pas à celle d’IL10. De ce fait, la 

production de TNF-α induite par C. albicans est dépendante de la phosphorylation d’ERK. 

 

 

 
 

 

 

 

Figure 20 : Effet de l’inhibiteur de MEK (U0126) sur la production de cytokines par les 

J774 après stimulation par C. albicans en différentes proportions. 
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III. Rôle des glycannes de la paroi de C. albicans dans l’orientation de la réponse 

immune 

 

Les interactions entre les différents glycannes de la paroi de C. albicans et les 

récepteurs spécifiques des cellules macrophagiques sont importantes dans l’orientation de 

la réponse immune et donc dans la susceptibilité de l’hôte à l’infection. Cependant, la(es) 

fonction(s) exacte(s) de chacun de ces glycannes dans l’induction et dans la régulation de la 

réponse cellulaire n’est (sont) pas clairement identifiée(s).   

 

Afin d’examiner le rôle relatif des différents glycannes pariétaux de C. albicans dans 

l’interaction avec les cellules macrophagiques, un modèle cellulaire a été mis au point. Le 

modèle développé repose sur l’utilisation de levures vivantes qui après traitement 

chimique, présentent différents niveaux d’expression des glycannes pariétaux tout en 

préservant leurs activités biologiques. L’expression des β-mannosides et des β-glucanes de 

ces différents éléments a été analysée par cytométrie de flux (Fig 20). 

 

 

 

 
 

Figure 20 : Expression glycannique de surface des β-mannosides et des β-glucanes de C. albicans, 

C. albicans traités au β-mercaptoéthanol et C. albicans tués à la chaleur. 
A gauche : Dot plot des cellules avec en abscisse la taille (SSC) et en ordonnée la granulométrie (FSC). 

A droite : Histogrammes de fluorescence des cellules.  
 

Légende : 

 

          Contrôle négatif 

 

          Intensité de fluorescence des          

β-mannosides ou des β-glucanes  
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Contrairement aux levures vivantes, les blastoconidies traitées au β-mercaptoéthanol 

n’expriment pas de β-mannosides et peu de β-glucanes. Le mannane a été endommagé par 

le traitement au β-mercaptoéthanol. Les levures tuées à la chaleur présentent des β-

mannosides et exposent une forte quantité de β-glucanes.  

 

Ces différents modèles ont été mis en contact avec les cellules macrophagiques J774 

en proportion 10 levures pour 1 macrophage. La production de cytokine de type pro et anti-

inflammatoire a été évaluée après 4h de co-culture (Fig 21). 

 

 
 

Les résultats indiquent que C. albicans induit la sécrétion de TNF-α et d’IL-10. Les 

blastoconidies tuées à la chaleur conduisent à une forte sécrétion de TNF-α et peu d’IL-10. 

Les levures traitées au β-mercaptoéthanol, quand à elle, stimulent les macrophages à des 

taux de sécrétion intermédiaires en TNF-α et en IL-10.  

 

La capacité de S. cerevisiae, C. albicans, C. albicans traités au β-mercaptoéthanol et 

C. albicans tués à la chaleur à résister à la phagocytose par les macrophages, a été 

examinée. Suite à 4h d’incubation avec les macrophages, 1000 levures endocytées sont 

mises en culture. Après 24h d’incubation, le nombre de CFU est déterminé (Fig 22). 

 

 

Fig 21 : Production de cytokines par les J774 vis-à-vis de C. albicans, C. albicans traités au β-

mercaptoéthanol et C. albicans tués à la chaleur. 
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 Macrophages  

Levures  sans contact  après contact  

S. cerevisiae 781 +/-151 nd 

C. albicans 914 +/-99 659 +/-119 

C. albicans traités au BME 616 +/-78 224 +/-12 

C. albicans tués à la chaleur  nd nd 

 

 

Comparé aux levures n’ayant subi aucun traitement, la viabilité des blastoconidies 

traitées au β-mercaptoéthanol est diminuée en l’absence de macrophage. Leur capacité à 

résister à la lyse par les phagocytes est altérée. En ce qui concerne les levures tuées à la 

chaleur, aucune colonie n’a été observée avec ou sans incubation avec les cellules 

macrophagiques.  

 

Cette étude montre que les levures vivantes et possédant une paroi complète induisent 

principalement une réponse de type anti-inflammatoire associée à une résistance à lyse par 

les macrophages. Alors que les levures exposant des β-glucanes stimulent les cellules à 

produire une forte quantité de cytokine pro-inflammatoire mais ont une survie limitée dans 

le phagosome.  

Ainsi, les blastoconidies tuées à la chaleur, exposant le plus de β-glucanes, 

représentent le meilleur stimulus pour l’obtention d’une réponse pro-inflammatoire. 

Inversement, les levures vivantes, exprimant un taux élevé de β-mannosides (mannanes et 

mannoprotéines) sont impliquées dans une orientation immune de type anti-inflammatoire.  

Les glycannes pariétaux fongiques présents à la surface de la paroi notamment le mannane 

sont ainsi directement impliqués dans la modulation et l’orientation de la réponse 

inflammatoire. De plus, les modifications d’expression de ces glycannes de surface de C. 

albicans, dépendantes des conditions environnementales, pourraient constituer un nouveau 

mécanisme d’échappement aux cellules macrophagiques. 

 

 

 

Fig 22 : Viabilité de S. cerevisiae, C. albicans, C. albicans traités au β-mercaptoéthanol et C. 

albicans tués à la chaleur après 4h de culture sans ou avec macrophages. 
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IV. Rôle de la phagocytose dans l'induction de l'expression des glycannes 

pariétaux de levures 

 

C. albicans doit faire face à des changements de pH et à de nombreuses substances 

microbicides (protéases, dérivés actifs de l’oxygène et enzymes lysosomiales) à l’intérieur 

du phagosome. Comme précédemment observé, la charge fongique ainsi que la 

présence/l’accessibilité de certains glycannes de la paroi sont des facteurs importants dans 

l’orientation de la réponse immune.  

 

La résistance à la lyse de C. albicans et de S. cerevisiae lors de la phagocytose en fonction 

du ratio levure-macrophage a été examinée. En parallèle, l’expression glycannique de 

surface des levures endocytées a été évaluée.   

 

 Deux charges différentes de C. albicans ou de S. cerevisiae, 1L/1M ou 10L/1M, sont 

mises en contact pendant 4 heures avec les cellules macrophagiques (J774 ou RAW). Suite 

à l’incubation, les levures endocytées sont prélevées et comptées. 100 levures sont 

ensemencées sur milieu SDA solide et incubées une nuit à 37°C. Le lendemain, les 

colonies sont dénombrées et un pourcentage de viabilité est déterminé (Fig 23). 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Dénombrement des colonies de C. albicans ou de S. cerevisiae après 4 heures 

d’incubation avec les macrophages. 

 

 

Ces expériences montrent que la résistance de C. albicans à la lyse est fonction de la 

charge fongique. En effet, à un ratio levure-macrophage égal, l’efficacité de phagocytose 

est élevée et la levure est éliminée. Cependant, à un ratio levure-macrophage de 10L/1M, 

les levures résistent mieux à la lyse. Aucune colonie n’a été dénombrée pour S. cerevisiae 

quelque soit le ratio levure/macrophage.  

 

  

 % de Colonies 

1 C. albicans/ 1 macrophage 22 (+/-5) 

10 C. albicans/ 1 macrophage 87(+/-4) 

1 S. cerevisiae / 1 macrophage 1 (+/-1) 

10 S. cerevisiae / 1 macrophage 0 
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Parallèlement, l’expression glycannique de surface des levures endocytées a été analysée 

par cytométrie en flux selon les proportions de levures mises en contact avec les  

macrophages (Fig 24 et 25). 

A       

  % de cellules 

 positives 

  

 C. albicans  

α-1,2 

mannosides 
β-mannosides 

β-mannosides sur la 

partie non réductrice 

des chaînes α-1,2 

β-1,3-

glucanes 
Chitine 

 

 Avant mise en contact 97 (+/-3) 93,4 (+/-8) 73,4 (+/-15) 2,6 (+/-1) 0,6 (+/-1) 

 1 Levure/1 macrophage 76,4 (+/-21) 79,8 (+/-14) 29 (+/-15) 42,7 (+/-7) 5,4 (+/-3) 

 10 Levures/1 macrophage 98,8 (+/-2) 91 (+/-6) 91,6 (+/-8) 6 (+/-1) 0,6 (+/-1) 

B       

 MFI 

  

 C. albicans  

α-1,2 

mannosides 
β-mannosides 

β-mannosides sur la 

partie non réductrice 

des chaînes α-1,2 

β-1,3-

glucanes 
Chitine 

 

 Avant mise en contact 107,6 (+/-27) 130,9 (+/-57) 52,5 (+/-8) 3,5 (+/-2) 1,3 (+/-1) 

 1 Levure/1 macrophage 68,2 (+/-22) 132,4 (+/-40) 64 (+/-14) 17,3 (+/-3) 3 (+/-1) 

 10 Levures/1macrophage 288,9 (+/-98) 455 (+/-26) 274 (+/-33) 7,3 (+/-2) 0,9 (+/-1) 

 
              Figure 24 : Expression glycannique de surface de C. albicans avant et après phagocytose par les J774. 

A- Pourcentage de cellules positives marquées pour les  différents mannosides 

B- Moyenne des Intensités de fluorescence des différents glycannes 

 

 

Les résultats indiquent que lorsque le rapport levure/macrophage est de 1L/1M, les 

levures présentent des α-1,2 mannosides avec une moyenne d’intensité de fluorescence 

moins importante qu’avant la mise en contact. Les levures marquées pour les β-mannosides 

ne présentent pas de variation significative d’expression glycannique. Cependant, le 

pourcentage de cellules positives marquées avec un anticorps anti-β-mannosides, 

spécifique du sérotype A de C. albicans est diminuée. Le nombre de levures exposant des 

β-glucanes est augmenté. Ces résultats s’inscrivent dans la continuité des données 

précédemment obtenues.  

Inversement, à un ratio 10L/1M, les levures sont toutes marquées pour les α-1,2 

mannosides, les β-mannosides avec des moyennes d’intensités de fluorescence fortement 

augmentées par rapport aux levures avant mise en contact avec les macrophages. Ni les β-

glucanes, ni la chitine ne sont détectées. 
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En ce qui concerne S. cerevisiae, les premiers résultats indiquent que l’expression 

des α-1,2 mannosides n’est pas modulée en fonction du ratio levure/macrophage. De 

même, les β-mannosides et la chitine ne sont pas détectés. Cependant, il semble que les β-

glucanes soient plus exposés à un ratio 10 levures/1 macrophage.  

 

Ainsi, S. cerevisiae exposant des β-glucanes est efficacement éliminé par les 

macrophages. De même, à un ratio 1L/1M, C. albicans phagocyté est moins résistant à la 

lyse, endurant l’action des enzymes présentes dans le phagosome. Les glycannes de la paroi 

sont fortement attaqués notamment le mannane. Les β-glucanes sont exposés conduisant le 

macrophage à une réponse pro-inflammatoire. Cette réponse mène à la résistance de l’hôte.  

Lorsque le ratio est à 10L/1M, C. albicans phagocytés résistent à la lyse, s’adaptent à 

l’environnement du phagosome et modulent ces glycannes. Les β-mannosides sont sur-

exprimés et les β-glucanes non exposés. Cette configuration glycannique particulière est 

perçue par le macrophage. Une réponse de type anti-inflammatoire en résulte, menant à la 

dissémination de la levure.  

Figure 25 : Expression glycannique de surface des β-mannosides et des  β-glucanes avant et 

après incubation les J774. 

Légende : 

 

          Contrôle négatif 

 

          Intensité de 

fluorescence des glycannes 

 

β-mannosides 

β-glucanes 

C. albicans 10L/1M :  

4h 

incubation 

4h 

incubation 

C. albicans 1L/1M :  

  β-mannosides 

β-glucanes 

4h 

incubation 

4h 

 incubation 
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DISCUSSION 
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DISCUSSION 

 

Candida albicans, endo-saprophyte du tube digestif, est la levure du genre Candida la 

plus pathogène et la plus souvent isolée en milieu hospitalier. En effet, cette levure 

unicellulaire est à l’origine de candidoses superficielles et de candidoses profondes avec un 

taux de mortalité élevé (30 à 40% des cas). La physiopathologie de l’infection est 

complexe. Le passage de l’état de levure saprophyte à celui d’organisme pathogène est 

suscité par les conditions physiologiques de l’hôte (baisse des défenses immunitaires 

locales ou générales) et sous la dépendance de nombreux facteurs (grossesse, diabète, 

facteurs alimentaires…), permettant la multiplication des levures. 

Plusieurs études ont montré que les macrophages étaient les cellules les plus actives 

vis-à-vis de C. albicans (Netea, et al., 2004). Les interactions précoces entre C. albicans et 

les macrophages conduisent à la genèse de cascades de signalisation menant à tout un panel 

de phénomènes dans le but de l’élaboration une réponse immune adaptée.  Ainsi, l’issue de 

l’infection repose sur un dialogue entre levure et cellule hôte. Les travaux récents ont 

montré que les glycannes pariétaux des levures étaient des stimuli conduisant à la 

production de cytokines par les cellules macrophagiques. En effet, l’utilisation de 

molécules purifiées, synthétiques et de nouvelles techniques, a permis de montrer que les 

constituants de la paroi de C. albicans jouaient un rôle déterminant dans les mécanismes de 

reconnaissance par l’hôte.  

Ces polysaccharides et glycoconjugués sont reconnus par toute une gamme de 

récepteurs macrophagiques tels que les récepteurs lectiniques (galectine-3, dectine-1,..).  

De plus, il a été mis en évidence qu’à côté des systèmes lectiniques impliqués dans la 

reconnaissance des différents glycannes, les TLRs, notamment les TLR2 et TLR4 

participaient à la modulation de la réponse inflammatoire observée lors des interactions des 

cellules avec les levures. Par ailleurs, les différents composants pariétaux peuvent être 

reconnus par un même TLR. De ce fait, la réponse cellulaire résulte d’une association 

particulière entre la lectine et le récepteur de signalisation et/ou d’une liaison directe  

ligand-lectine. La dectine-2, impliquée dans la reconnaissance d’une structure spécifique de 

huit mannoses, s’associe avec le Fc récepteur pour induire l’internalisation et activer la 

voie de signalisation NF-κB (McGreal, et al., 2006, Sato, et al., 2006). Le TLR2 peut se 

lier à différents récepteurs lectiniques comme la galectine-3 qui reconnaît les -1,2 

oligomannosides (Fradin, et al., 2000), ou la dectine-1 qui fixe les -glucanes (Brown & 
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Gordon, 2001, Brown, et al., 2003, Gantner, et al., 2003). Un complexe formé du TLR4, du 

CD14 et du récepteur à mannose est à l’origine de la stimulation par le mannane (Tada, et 

al., 2002). De plus, il a été récemment démontré que la dectine-1, en elle-même, était 

capable d’activer suite à la liaison de son ligand, les voies de signalisation (voie dépendante 

et indépendante de MyD88) (Gantner, et al., 2005, Gross, et al., 2006, Hara, et al., 2007). 

La plupart des travaux effectués sur la stimulation induite par C. albicans portent 

principalement sur la production de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-, 

connues pour être protectrices de l’infection. Ainsi, les levures, les différents constituants 

glycanniques comme les -glucanes et le PLM induisent une telle réponse (Jouault, et al., 

1994, Brown, et al., 2003, Gantner, et al., 2005). 

Cependant, il est apparu qu’un même TLR puisse être à l’origine de mécanismes et de 

réponses inflammatoires opposées. Le TLR2 est impliqué dans la sécrétion de cytokines 

anti-inflammatoires (IL-10) (Netea et al, 2004) et le PLM est capable également de 

moduler la transduction du signal via celui-ci et d’induire une apoptose mitochondriale 

(Ibata-Ombetta, et al., 2001, Ibata-Ombetta, et al., 2003, Ibata-Ombetta, et al., 2003).  

 

Le but de ce travail a été de déterminer le rôle spécifique de chaque famille de 

glycannes présentes dans la paroi des levures dans l’induction et la régulation de la réponse 

pro- et anti-inflammatoire. Pour cela, de nouveaux outils permettant d’analyser le rôle 

relatif des glycannes de paroi dans l’interaction avec les cellules macrophagiques ont été 

développés. De plus, l’évaluation de l'incidence de l'expression des glycannes pariétaux sur 

la réponse cellulaire de l'hôte et le rôle de la phagocytose dans l'induction de l'expression 

des glycannes pariétaux de levures ont été analysés.  

 

L’utilisation des facteurs antigéniques produits pour l’identification des différentes 

espèces de Candida de même jointe à celle d’anticorps spécifiques des glycannes pariétaux 

nous a permis de caractériser et quantifier de façon précise le profil d’expression des 

glycannes de la paroi des levures en cytométrie de flux (Martinez-Esparza, et al., 2006, 

Martinez-Esparza, et al., 2009). Les résultats obtenus, en accord avec les données d’autres 

méthodes (Trinel, et al., 2002), ont permis de valider la méthode de phénotypage des 

levures par cytométrie. Cette nouvelle méthodologie s’est avérée être une puissante 

technique de discrimination glycannique. En effet, les expériences réalisées indiquent que 

le mAb EB-CA1, (reconnaissance des chaines glycannique comprenant au moins quatre α-

1,2 mannosides présents sur la fraction acide stable du mannane de Candida) et l’anticorps 
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5B2 (réactivité des chaines d’au moins deux β-1,2 oligomannosides présents dans le 

mannane de C. albicans) permettent d’identifier spécifiquement C. albicans et de 

différencier cette levure pathogène de S. cerevisiae. De plus, les taux d’expression 

glycannique de surface détectés par le panel d’anticorps employés, démontrent que les 

épitopes reconnus sont différemment accessibles et modulables durant les étapes de la 

croissance d’une culture. 

Cette technique a permis d’évaluer les performances en termes de sensibilité et de 

spécificité d’un nouvel anticorps 26G7. Celui-ci s’est révélé être un outil performant dans 

la caractérisation des souches de C. albicans de sérotype A. Le screening de mutants 

déficients en β-1,2 oligommanosides du laboratoire par cytométrie en flux a permis de 

spécifier les déterminants antigéniques reconnus par cet anticorps.   

 

Des expériences de stimulation des cellules macrophagiques par les levures ont été 

réalisées. Les résultats indiquent que la charge fongique est un élément important dans le 

devenir l’infection par C. albicans en orientant la réponse immune.  

En effet, que ce soit C. albicans ou S. cerevisiae, les levures induisent une production 

significative de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF- Cependant, la réponse 

macrophagique est modulée en fonction de la charge fongique. Il semble que lorsqu’un 

faible nombre de levure interagit avec les cellules macrophagiques, la réponse soit orientée 

préférentiellement vers une réponse de type pro-inflammatoire. Cette situation est inversée 

lorsqu’un grand nombre de levures stimule les macrophages, conduisant à une diminution 

de la sécrétion de cytokine pro-inflammatoire. Ces données sont en accord avec une étude 

indiquant que l’augmentation de la colonisation par C. albicans est nécessaire pour le 

développement d’une infection (Pittet, et al., 1994). L’origine de cette modulation 

cytokinique a été recherchée. La mortalité des macrophages induite par les levures a été 

estimée. En effet, des travaux réalisés au laboratoire indiquent que le PLM est capable 

d’engager l’apoptose mitochondriale en jouant sur la signalisation induite lors de la 

phagocytose (Ibata-Ombetta, et al., 2003). Cependant, les tests révèlent que la sécrétion de 

cytokine ne peut être reliée à la mortalité des macrophages. La viabilité des levures a aussi 

été estimée et il apparait que des levures mortes stimulent peu les macrophages. Ainsi, 

l’effet suppresseur est tributaire de la charge fongique et de la viabilité des levures.  

Plusieurs études ont montré que C. albicans était capable de sécréter certains 

composés en fonction de son environnement (Jouault, et al., 1995, Chandra, et al., 2007). 

De ce fait, des surnageants de culture de levures ou issus de co-culture levure/macrophage 
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à différents ratios levure-macrophage ont été évalués. Le surnageant de co-culture levure-

macrophage à charge fongique importante abolit la production TNF-α. Les surnageants de 

levures cultivées seules stimulent de manière dose-dépendante la production de cytokine 

pro-inflammatoire. Cet effet est comparable à celui obtenu avec du PLM purifié (Jouault, et 

al., 2003, Li, et al., 2009).  

Le farnesol est connu pour être associé à une forte charge fongique. Il est relargué par 

C. albicans et interfère avec la signalisation via le TLR2 (Decanis, et al., 2009) et l’activité 

candidicide du stress oxydatif (Abe, et al., 2009). De plus, Navarathna et al ont observé 

que l’addition de farnesol exogène dans un modèle murin de candidose systémique 

augmentait la virulence (Navarathna, et al., 2007). Cependant, le farnesol ajouté à la 

culture de cellules macrophagiques, ne les stimule pas, aucune sécrétion de TNF-α n’est 

détectée. Ni le PLM, ni le farnesol n’engendrent la modulation cytokinique observée avec 

les levures vivantes.  

La réponse anti-inflammatoire a été analysée en fonction de la charge fongique via la 

détection d’IL-10, cytokine réputée pour inhiber la synthèse de cytokines pro-

inflammatoires. C. albicans ou S. cerevisiae induisent une production significative de 

cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α. Cependant, seul C. albicans stimule la 

sécrétion d’interleukine anti-inflammatoire. Un effet dose dépendant a été observé 

uniquement avec des blastoconidies vivantes. Ces résultats confirment les observations 

précédentes montrant que C. albicans était capable d’induire la sécrétion d’IL-10 et ainsi 

de réguler à son profit la réponse inflammatoire. Les surnageants de culture de levures ou 

de co-culture levure-macrophage ne stimulent pas la sécrétion d’IL-10. De même le PLM 

ou le farnesol. Le lien entre l’effet dose-dépendant d’IL-10 et la suppression de TNF-α est à 

établir.  

Ces travaux indiquent que la réponse cytokinique induite par C. albicans peut prendre deux 

orientations immunes différentes en fonction de la charge fongique. Il a été montré que C. 

albicans vivant est détecté par la dectine-1, déclenchant l’activation de NFAT dans le 

macrophage, menant à la sécrétion d’IL-10 (Goodridge, et al., 2007). Ce même récepteur 

est aussi impliqué dans la production de cytokines de type pro-inflammatoire (Brown, et 

al., 2003, Taylor, et al., 2007).  

 

Un modèle cellulaire basé sur l’utilisation de levures vivantes présentant différents 

niveaux d’expression des glycannes pariétaux a été développé pour répondre à cette 

te
l-0

04
93

70
8,

 v
er

si
on

 1
 - 

21
 J

un
 2

01
0



 141 

problématique. L’analyse et la quantification des glycannes pariétaux ont été réalisées en 

cytométrie de flux.  

Les expériences de stimulation des cellules macrophagiques par les différentes levures 

traitées ou non, ont montré qu’il existait une relation entre motifs glycanniques exposés par 

les levures et réponse des cellules.  

Les résultats obtenus après traitements des levures ont montré que bien que les 

mannanes soient inducteurs de la production de TNF-, les -glucanes étaient les motifs 

les plus actifs dans cette activité. Le rôle des -glucanes dans la stimulation pro-

inflammatoire des cellules macrophagiques est bien établi (Gantner, et al., 2005). 

Cependant, comme le montrent les résultats de cytométrie, les glucanes ne sont pas exposés 

à la surface des levures. Recouverts par le mannane, ils sont localisés profondément dans la 

paroi et ne deviennent accessibles qu’après chauffage ou traitement au -mercaptoéthanol 

(Wheeler & Fink, 2006). Ils ne sont en fait démasqués que lors de la séparation entre la 

cellule mère et la cellule fille au niveau du site de bourgeonnement (Gantner, et al., 2003). 

Ils sont de plus absents au niveau des hyphes (Heinsbroek, et al., 2005).  

En parallèle, les mannosides présents chez C. albicans et non chez S. cerevisiae sont à 

l’origine d’une forte production d’IL-10. Cette activité stimulatrice est perdue lorsque les 

cellules ont été traitées et que le mannane a été éliminé. Ces résultats semblent donc 

montrer qu’outre la stimulation de TNF-, des mannosides spécifiques de C. albicans 

induisent la production d’IL-10. Cependant, la complexité moléculaire du mannane rend 

l’interprétation de ces résultats approximative. En effet, différents mécanismes concernant 

la contribution du mannane à la stimulation des cellules ont été avancés. Ils impliquent le 

TLR4 associé au CD14 (Tada, et al., 2002) ou au MR (Netea, et al., 2006) et également le 

TLR2 (Blasi, et al., 2005, Gil, et al., 2005). Le ligand spécifiquement reconnu est 

contreversé. Ainsi, Netea et al montrent via des mutants de C. albicans invalidés pour 

certaines mannosyltransférases, que ce sont les α-mannosides qui sont responsables de la 

stimulation des cellules et non le phosphomannane qui n’a peu d’incidence sur la réponse 

inflammatoire (Netea, et al., 2006). 

Or, les observations effectuées en parallèle via la technique de cytométrie en flux 

montrent l’expression préférentielle des -1,2 mannosides à la surface des levures 

présentant cette activité, suggérant donc un rôle particulier pour les -1,2 mannosides dans 

la réponse anti-inflammatoire des cellules. Le contexte spécifique du phagosome stimule la 

levure. Tout une gamme de phénomènes (changement de pH, enzymes, etc…) a lieu à 

te
l-0

04
93

70
8,

 v
er

si
on

 1
 - 

21
 J

un
 2

01
0



 142 

l’intérieur dans le but de détruire le pathogène. C. albicans répond à son nouvel 

environnement en modulant ces glycannes pariétaux. Les profils d’expression glycannique 

de surface de C. albicans ont été évalués suite à la phagocytose.  

Les données indiquent que l’expression glycannique de surface est dépendante du 

ratio levure-macrophage. En effet, à charge fongique élevée, l’expression des β-mannosides 

est augmentée et les β-glucanes non exposés. Inversement, lorsque qu’il s’agit d’un faible 

nombre de levures, les β-mannosides sont moins accessibles et les β-glucanes révélés. En 

parallèle, la viabilité des levures endocytées a été analysée.  

Les levures phagocytées exprimant des β-glucanes sont moins résistantes à la lyse, 

endurant l’action des enzymes présentes dans le phagosome. Les glycannes de la paroi sont 

fortement attaqués notamment le mannane. Les β-glucanes sont exposés conduisant le 

macrophage à une réponse pro-inflammatoire. Les levures présentant un taux élevé de β-

mannosides résistent à la lyse, s’adaptent à l’environnement du phagosome et modulent ces 

glycannes. Les β-mannosides sont sur-exprimés et les β-glucanes non exposés. Cette 

modification d’expression glycannique de surface est perçue par le macrophage. Une 

réponse de type anti-inflammatoire en résulte, suggérant que ce mécanisme participe à la 

dissémination de la levure.  

Les PRRs sont impliqués dans la reconnaissance et dans la phagocytose du pathogène. De 

même, les lectines et TLRs, engagées dans ce processus, facilitent celle-ci (Cambi, et al., 

2003, Porcaro, et al., 2003). Leurs rôles exacts sont mal connus. Des études indiquent que 

certaines lectines sont plus ou moins recrutées au niveau du phagosome ainsi que certains 

TLRs. La galectine-3 est associée à C. albicans dans le phagosome et transmet des signaux 

spécifiques sans toutefois interférer avec l’efficacité de phagocytose de la levure (Jouault, 

et al., 2006). Il a été démontré que les TLRs sont impliqués dans l’activation de voies de 

signalisation régulant la maturation du phagosome (Blander & Medzhitov, 2004, Underhill, 

2007). De même, en fonction du ligand présenté, les réponses mises en place ne sont pas 

identiques.  

Les -1,2 mannosides, bien qu’à l’origine d’une réponse pro-inflammatoire, initient 

donc une sécrétion de cytokines anti-inflammatoires. Ces résultats sont en accord avec la 

description du rôle du TLR2 dans les deux types de réponse cellulaire. En effet, des 

expériences fondées sur l’utilisation de souris invalidées pour le gène de TLR2 avaient 

montré que le TLR2 était à l’origine de la sécrétion d’IL-10 induite par C. albicans (Netea, 

et al., 2004). Les résultats que nous avons obtenus suggèrent qu’il puisse exister un 

mécanisme de compétition vis-à-vis du TLR2 entre les glycannes associés à la lectine les 
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reconnaissant spécifiquement (dectine-1 pour les -glucanes et galectine-3 pour les -

mannosides). La résultante aboutissant à une réponse pro- ou anti-inflammatoire. 

Contrairement à la dectine-1 qui est exprimée à la membrane des cellules, la galectine-3 a 

également été localisée au niveau des phagosomes contenant C. albicans (Jouault, et al., 

2006). Il semble donc qu’une association particulière puisse exister entre la galectine-3 et 

le TLR2, également localisé à ce niveau. 

 

Les résultats obtenus dans ce travail ont confirmé le rôle des différents glycannes 

pariétaux dans la modulation de la réponse immune au cours des interactions entre C. 

albicans et les cellules macrophagiques. En fonction des glycannes exposés à la surface de 

la levure, des récepteurs de l’hôte impliqués, deux orientations de la réponse immune 

peuvent en résulter. Les conséquences sont plus qu’importantes puisqu’en fonction de ces 

étapes initiales de la reconnaissance, la prise en charge de la levure par l’hôte conduira soit 

à la résistance soit à la sensibilité vis-à-vis de C. albicans.  
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MATERIELS ET METHODES 
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MATERIELS ET METHODES 

 

I. Souches de levures et cellules macrophagiques 

 

1- Levures  

 

a. Souches de levures  

Différentes souches de C. albicans sérotype A : SC5314 (Gillum, et al., 1984), BWP17 

(Fonzi & Irwin, 1993, Wilson, et al., 1999), VW32 (Cantelli, et al., 1995), NIH A-207 

(Shibata, et al., 1985), NCPF 3153 (Gillum, et al., 1984), ainsi que des souches de C. 

albicans sérotype B : LGH 1095, ATCC26298 (American Type Culture collection, 

(Rockville, MD, U.S.A), NIH B-792 (Shibata, et al., 1985), NCPF 3156 (Gillum, et al., 

1984), une souche Candida dubliniensis, deux souches Candida glabrata (BG2 et C. 

glabrata 9453.101 wild-type clinical isolate) et une souche haploïde référencée de 

Saccharomyces cerevisiae (Euroscarf) : S288C, ont été utilisées dans les expériences. De 

plus, la détermination antigénique du mAb 26G7 a nécessité l’utilisation de 3 souches 

(Bmt1, 2 et 3) mutées dans des gènes de la β-1,2 mannosylation (Mille, et al., 2004).  

 

b. Obtention des modèles cellulaires  

 Traitement des levures à la chaleur  

2.10
7
 levures/ml d’H2O miliQ ont été tuées par chauffage au bain marie à 100°C pendant 

20 min. Les levures ont été ensuite lavées par du PBS, comptées et transférées dans du 

DMEM à une concentration déterminée.  

 

 Modèle de levures vivantes présentant différents niveaux de glycannes fongiques  

Après culture, les levures (40.10
6
 cellules/ml) sont lavées avec de l’eau, centrifugées à 

3000 g pendant 4 min puis dans une solution de sorbitol 1M. Le culot est ensuite suspendu 

dans un mélange sorbitol 1M, β-mercaptoéthanol 40mM à pH 9 à 28°C pendant 30 min. 

Après centrifugation (1000 à 1200 g pendant 10 min), le culot est lavé plusieurs fois dans 

une solution de sorbitol 1M, suspendu dans cette même solution et conservé à 4°C. 
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c. Milieux et condition de culture  

Les levures sont cultivées soit sur du milieu YPD agar solide (Yeast extract 1%, Peptone 

1%, Dextrose 2%, agar 2%) ou sur milieu SDA agar solide (Sabouraud dextrose 3%, agar 

1,5 %) à 37°C et conservées à 4°C. 

Avant utilisation, une pré-culture est réalisée à l’aide dans le milieu YPD liquide à 37°C 

pendant 18 à 20 h. Pour l’obtention du modèle cellulaire, un volume de cette pré-culture 

(défini en fonction des quantités de levures souhaitées) est repris dans un milieu YPD 

liquide pendant 3h afin que les levures soient en phase exponentielle. 

Pour les levures maintenues à 4°C sur SDA, les levures sont repiquées sur un milieu SDA 

agar solide frais et incubées à 24°C pendant 48h.  

 

2- Les lignées cellulaires : 

a. Lignées cellulaires  

Les cellules J774 sont des cellules tumorales (ECACC 85011428) de souris femelle Balb/c 

dépourvues de récepteurs pour le mannose (MR). La lignée cellulaire murine 

macrophagique RAW 264.7 est issue de l’American Type Culture Collection (Manassas, 

VA). 

 

b. Milieux et condition de culture  

Les cellules macrophagiques sont cultivées sous forme adhérente en flacon de 125 cm
2
 

dans du milieu de culture DMEM (Gibco®) supplémenté avec 10 % de sérum de veau 

fœtal, 2 mM de glutamine et 100 g/ml de streptomycine. Tous les deux jours, le milieu de 

culture est renouvelé et les cellules divisées à 10% par décollement avec un « scrappeur ». 
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II. Analyse de l’expression glycannique de surface 

 

1- Anticorps utilisés   

Une partie des réactifs a été obtenue chez Sigma (Sigma Aldrich Chimie Saint Quentin 

Fallavier, France). L’anticorps monoclonal anti β-1,2 mannosides, 5B2, une IgM de rat, a 

été développé dans nos laboratoires (Poulain, et al., 1991). L’anticorps polyclonal de lapin 

dirigé contre les facteurs antigéniques 1, 5 et 6 a été acheté à Iatron (Tokyo, Japon). 

L’anticorps anti β-1,3 glucanes de même spécificité que la dectine-1 (Wheeler & Fink, 

2006), une IgG monoclonale de souris, a été fourni par Biosupplies (Pty, Australie). 

L’anticorps B9E et 26G7, IgM de souris, nous a été donné par J. Ponton (Espagne).  

L’anticorps monoclonal anti-β-1,2 mannoside EB-CA1, une IgM de rat, a été fourni par 

Bio-Rad SA, Marnes la Coquette, France.  

Les conjugués, anti-rat IgM, anti-souris IgG ou anti-lapin IgG marqués à l’isothiocyanate 

de fluorescéine (FITC) ou à la phycoérythrine (PE) proviennent des laboratoires 

méridionaux de biotechnologie (Birmingham, AL). 

 

2- Cytométrie de flux  

Les levures (10
6
 cellules/ml) ont été lavées avec du tampon PBS-2% sérum de veau 

décomplémenté puis avec du tampon PBS-2% sérum de veau décomplémenté-1% BSA à 

4°C. Après centrifugation, les cellules ont été incubées avec l’anticorps monoclonal ou 

polyclonal correspondant dilué à différentes concentrations dans du tampon PBS-2% sérum 

de veau décomplémenté-1% BSA pendant 15min à 4°C. Les conjugués utilisés sont 

couplés à des fluorochromes (FITC ou PE) ou fluorescents. Après plusieurs lavages, les 

anticorps secondaires dilués à différentes concentrations dans du tampon PBS-2% sérum de 

veau décomplémenté-1% BSA ont été ajoutés pendant 15 min à 4°C. Les levures sont 

ensuite lavées 2 fois avec du PBS-2% sérum de veau décomplémenté-1% BSA puis du 

PBS seul et fixées à l’aide de paraformaldehyde 4%. 

L’analyse en cytométrie de flux a été réalisée sur EPICS XLMCL4 (Beckman Coulter, 

High Wycombe, UK) équipé d’un laser d’argon avec une puissance d’excitation de 15mW 

à 488 nm. La granulométrie des cellules (FSC) ainsi que la taille de celles-ci (SSC) ont été 

analysées sur des échelles linéaires, tandis que l’intensité de fluorescence verte (FL1) et 

rouge (FL2) sur des échelles logarithmiques. Des régions d’analyse ont été constituées 

autour des différentes populations à partir d’un dotplot comportant en abscisse la taille et 

en ordonnée la granulométrie. Les histogrammes de fluorescence de 5.000 cellules ont été 
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produits en utilisant les données de plusieurs expériences. L'acquisition et l'analyse de 

données ont été effectuées à l’aide du logiciel de WINMDI (fourni par 

http://facs.scripps.edu). L’intensité de fluorescence moyenne a été obtenue par soustraction 

de la valeur contrôle négative  pour chaque antigène. 

 

3- Immunofluorescence indirecte  

L’immunofluorescence indirecte a été réalisée selon le protocole utilisé pour la cytométrie 

de flux avec des temps d’incubation d’1h au lieu de 15 min par anticorps. Les levures ne 

sont cependant pas fixés par du paraformaldehyde 4% mais ont été lavés 2 fois avec du 

PBS-2% sérum de veau décomplémenté-1% BSA puis du PBS seul. Les lames sont 

observées au microscope à fluorescence après montage au moviol. 
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III. Evaluations des performances de l’anticorps 26G7 

 

1- Technique immunoélectrophorétique  

 

a. Extraction alcaline en condition réductrice (AERC)  

Les levures cultivées 48h à 24°C sur milieu Sabouraud solide sont lavées plusieurs fois 

avec du tampon phosphate 50mM (centrifugation 3000rpm, 8min). Le culot cellulaire est 

repris par une solution de soude 1,85M, 2-β-mercaptoéthanol 5% (vol/vol) (0,5 ml pour 10
9
 

levures). Après agitation, la solution est laissée 15min dans la glace puis un même volume 

d’acide trichloracétique (TCA) à 50% est ajouté pour précipiter les protéines extraites. Ce 

mélange est laissé 15 min dans la glace puis après centrifugation à 4000rpm, 10min). Le 

culot ensuite repris par de la solution dénaturante d’électrophorèse (0,1 ml pour 10
9
 levures 

au départ) et chauffé 5 min à 100°C. Le surnageant obtenu après centrifugation 10 min à 

10000rpm est conservé à -20°C. 

 

b. Dosage des protéines 

Les protéines sont dosées selon la méthode de l’acide bicinchoninnique (BCA, Pierce) en 

utilisant la BSA comme gamme étalon. 50 µl de solution à doser sont incubées avec 1 ml 

de réactif BCA 30 min à 37°C pour le dosage standard (seuil de détection : 0,2 à 1,2 

mg/ml) ou 30 min à 60°C pour le micro-dosage (seuil de détection : 0,05 à 0,25 mg/ml). La 

densité optique est lue à 562nm.  

 

c. Traitement des échantillons 

Les échantillons sont repris dans la solution dénaturante d’éléctrophorèse contenant du 

Tris-HCL 62,5mM pH6,8, SDS 2%, glycérol 10% et du bleu de bromophénol 2%, en 

condtions réductrices, 5% de 2-β-mercaptoéthanol sont ajoutés. Les échantillons sont 

chauffés à 95°C pendant 5min avant d’être déposé sur le gel.  

 

d. Electrophorèse en gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-

PAGE) 

Les extraits sont analysés après électrophorèse (SDS-PAGE). Le gel comprend deux 

parties : le gel de séparation, gradient (5-20 % d’acrylamide), et le gel de concentration à 5 

% d’acrylamide. L’électrophorèse est réalisée en intensité constante à 30 mA pendant 3,5h 

en tampon Tris 25 mM, glycine 192 mM et SDS 0.1 %. 
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e. Electrophorétique en milieu semi sec 

Après électrophorèse, le gel de polyacrylamide est déposé sur une membrane de 

nitrocellulose préalablement trempée dans le tampon de transfert (Tris 48 mM, glycine 39 

mM, SDS 0.037%, méthanol 20 %). Le gel et la membrane sont ensuite placés entre des 

feuilles de papier Whatman dans l’appareil de transfert semi-sec. Le transfert s’effectue 

pendant 45 min à 200 mA.  

 

f. Immunodétection sur membrane de nitrocellulose (Western blot) 

Après coloration au rouge ponceau (pour vérifier l’efficacité du transfert), la membrane de 

nitrocellulose a été saturée avec du tampon TNT (Tris 10 mM, NaCl 120 mM, 0,01% 

Tween 20) contenant 5% BSA pendant 2h à 20°C. Elle a été ensuite lavée plusieurs fois 

avec du tampon TNT-1% BSA et incubée pendant 2h à 20°C avec l’anticorps primaire 

correspondant. Les anticorps sont dilués au 1/4000
e
 pour le 5B2, 1/1000 pour l’EB-CA1, le 

B6.1, 26G7 et pour le B9E dans du TNT-1% BSA. Après plusieurs lavages en TNT-1% 

BSA, la membrane a été ensuite incubée avec un anticorps anti-IgM de rat (1/4000) ou un 

anti-IgM de souris (1/1000) couplé à la peroxydase pendant 1h à température ambiante 

sous agitation. La peroxydase est ensuite révélée en chimioluminescence par incubation de 

la membrane 2 à 5 min dans du luminol  (Super SignalTM substrate, Pierce). Des films 

photographiques kodak sont ensuite exposés 30 sec à 10 min aux membranes, révélés et 

fixés. 

 

2- Luminex 

Des microbilles magnétiques (Biorad) ont été lavées dans une solution d’éthanol pur. Les 

fonctions carboxyles des billes ont été activées par une solution sulpho-NHS et d’EDC (1-

Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide HCl). Elles sont ensuite lavées dans du 

tampon PBS 50mM-NaCl 150 mM. 

Le couplage bille-avidine a été effectué pendant 3h en présence d’1,2 mg d’avidine 

(Pierce). Les billes ont été saturées à l’aide d’une solution NH2OH 250mM-PBS 50mM-

NaCl 150 mM puis lavées à l’aide du tampon PBS-NaCl-Tween 1%. 

Environ 100 µg de mannane (VW32, SC5314, Caf pH2, NIHB ou SU1) ou 

d’oligomannosides de synthèse biotinylés (Diα, tétraα, diß, triß et tétraß mannosides) 

(ENS, Paris) ont été ajoutés à 600 µg de billes, pendant 3h à 37°C sous agitation. Les billes 

ont été ensuite lavées 3 fois par du tampon PBS/Tween20 1%, saturées pendant une nuit à 
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4°C en présence de tampon PBS/BSA 10%, puis rincées avec du tampon PBS dans lequel 

elles seront stockées à 4°C. 

Afin d’évaluer l’efficacité des couplages, les billes ont été incubées avec l’anticorps de 

référence B9E (1/80
ème

) et le 26G7 (1/80
ème

), 30 min à 37°C sous agitation. Cette 

incubation est suivie de 3 lavages dans du tampon PBS. Une dernière incubation, sous 

agitation à 37°C pendant 30 min, est réalisée en présence d’anticorps IgG anti-souris 

conjugué à la phycoérythrine (PE) à une concentration de 1µg/ml. 

Après 3 lavages, les billes sont reprises dans 35µL de tampon PBS avant lecture au 

Luminex (Biorad). Les longueurs d’onde d’excitation et d’émission sont respectivement de 

532 nm et de 575±12 nm. Le témoin négatif, la gamme étalon et les échantillons sont 

ensuite lus et les résultats sont rendus sous forme de signal fluorescent. La lecture d’un 

blanc (billes dans du tampon PBS), permet de déterminer l’intensité du bruit de fond et de 

délimiter la zone de lecture.  
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IV. Analyse de l’interaction C. albicans-macrophages  

 

1- Etude de la viabilité des levures après phagocytose par les macrophages 

Suite à 4 heures d’incubation, les macrophages sont lavés plusieurs fois avec DMEM puis 

du  PBS stérile. L’eau distillée stérile est ajoutée dans chaque puits. Ce traitement, 

entrainant une lyse des macrophages, n’altère pas la viabilité des levures. Les levures 

endocytées sont récupérées et sont comptées en cellule de Thomas. Un volume 

correspondant à 100 levures sont ensemencées sur milieu SDA solide et incubées une nuit à 

37°C. Le lendemain, le nombre d’unités formant colonie (CFU) est déterminé. 

 

2- Dosage immunoenzymatique du TNF- et de l’IL-10 

La présence des cytokines dans les surnageants de culture a été examinée par dosage 

immunoenzymatique (DuoSet, R&D systems). Des plaques d’ELISA sont d’abord 

sensibilisées avec un anticorps de chèvre anti-F de souris ou anti-IL-10 de souris une 

nuit à température ambiante. Après lavage en PBS-Tween 0.05%, la plaque est saturée avec 

une solution de BSA 1% pendant 1h à température ambiante. Après lavage de la plaque, 

100 l de surnageant de cultures sont déposés et incubés pendant 2h à température 

ambiante. L’anticorps secondaire, un anticorps anti-TNF-ou anti-IL-10 produit chez la 

chèvre biotinylé, est déposé dans chaque puits. Après 3 lavages, la streptavidine conjuguée 

à la peroxydase est ajoutée pendant 20 min à température ambiante. La révélation s'effectue 

à l'obscurité en ajoutant 100 l du substrat chromogène (TMB) de la peroxydase pendant 

20 min à température ambiante. Après arrêt de la réaction avec du H2SO4 2N, la densité 

optique est lue par un spectrophotomètre à une longueur d'onde de 450nm. 
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Les glycannes pariétaux de levures et leur implication dans l’induction et la 

régulation de la réponse immunitaire de l’hôte 

 

 

Candida albicans est une levure commensale du tube digestif humain mais aussi un 

opportuniste vrai. Il est à l’origine de candidoses superficielles et de candidoses profondes 

avec un taux de mortalité élevé (30 à 40% des cas). La transition saprophyte-pathogène 

s’opère à la suite d’une baisse des défenses immunitaires de l’hôte (locales ou générales), 

permettant la multiplication des levures. 

Les travaux développés dans le laboratoire depuis les années 90, ont montré que les glycannes 

pariétaux des levures sont des stimuli pour la cellule macrophagique. Le but de ce travail a été 

de déterminer l’implication des glycannes présents dans la paroi des levures dans l’induction 

et la régulation de la réponse immune. 

Le développement de la technique de cytométrie de flux appliquée aux levures, a permis 

d’examiner les glycannes pariétaux susceptibles d’interagir avec la cellule hôte au moment du 

contact avec les macrophages.  

Les expériences de stimulation ont montré l’activité stimulatrice des levures vis-à-vis de 

cellules macrophagiques. Les résultats ont indiqué que, dépendant des récepteurs 

macrophagiques et des glycannes exprimés, différentes réponses cellulaires sont observées. 

Ainsi, S. cerevisiae, levure non pathogène, induit une réponse de type pro-inflammatoire. Des 

réponses cytokiniques opposées sont observées avec C. albicans. Cette balance entre réponse 

pro- et anti-inflammatoire dépend de la charge de levure intéragissant avec les cellules 

macrophagiques. Les études portant sur la modulation de l’expression glycannique de surface 

lors de la phagocytose des levures par les macrophages indiquent que lorsque le ratio 

levure/macrophage est important, l’expression des β-1,2 oligomannosides est augmentée dans 

le phagosome, sans exposition des β-glucanes, conduisant à une réponse cellulaire de type 

anti-inflammatoire. Au contraire, quand la charge en levure est limitée, les β-glucanes sont 

exposés, conduisant à une réponse pro-inflammatoire.  

Ainsi, ces résultats indiquent qu’en fonction des associations moléculaires et des ligands 

glycaniques, une réponse pro- ou anti-inflammatoire  est élaborée. Les interactions entre les 

différents glycannes de la paroi de C. albicans et les récepteurs spécifiques des cellules 

macrophagiques sont critiques dans l’orientation de la réponse immune de l’hôte et donc dans 

la pathogénèse de la levure et l’infection. 
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