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Résumé

Mediators of anti-Candida immunity: tools for pathophysiological analysis and
diagnostic interest.

Candida albicans, an endosaprophyte of the digestive tract, is responsible for superficial and
invasive infections. Invasive candidiasis (IC) is a persistent public health problem with an
attributable mortality of 40% in intensive care units and an exponential morbidity related to
antifungal drug consumption and the extended hospital stay of patients. This medico-
economic impact is predominantly related to difficulties in IC diagnosis. Indeed, neither
clinical symptoms nor imaging are specific for IC. Biological diagnosis remains complex and
is often late. Conventional tests (blood culture) have low sensitivity, and non-culture based
methods often lack sensitivity or specificity. In this context, it is necessary to develop new
diagnostic strategies in order to improve the early diagnosis, to identify patients at high risk of
infection, and to allow the implementation of appropriate antifungal therapy.

Our work has focused on two circulating mediators of anti-Candida immunity: mannose-
binding lectin (MBL) and anti-protein antibodies (Ab) in relation to IC diagnosis.

Regarding the detection of antibodies, we produced six recombinant proteins (Hwpl, Enol,
Hsp90, FBAL, Mp65, and Sod5) that are over-expressed during the pathogenic phase of C.
albicans, and developed five prototypes of EIA. The association of these biomarkers with the
detection of circulating mannan (Mn) identified three proteins with high diagnostic potential.
For a specificity fixed arbitrarily at 80%, the sensitivity of combinations of Fbal-Ab/Mn,
Hwpl-Ab/Mn, and Hsp90-Ab/Mn were 84%, 84%, and 81%, respectively. The average delay
to positivity was 5 days before the isolation of Candida from blood culture. The Odds ratios
associated with these three combinations of markers were 108, 65, and 77 for Fbal-Ab/Mn,
Hwpl-Ab/Mn, and Hsp90-Ab/Mn, respectively.

Our findings for serum MBL showed: (i) a dynamic evolution of MBL levels during IC; (ii) a
direct interaction with circulating cell wall mannan; and (iii) susceptibility to colonization in
MBL-deficient patients. As well as quantitative aspects, we have developed a model for
assessing MBL functionality by surface plasmon resonance involving whole cells, fungal cell
wall glycans from C. albicans, or synthetic oligommanosides. This model allowed us to
characterize the epitopes recognized by MBL and to demonstrate the interaction of this lectin
with a panel of Candida species commonly isolated from human infections.
These mediators of innate or humoral immunity open up new clinical perspectives in terms of
the diagnosis or prognosis of IC. They may also help to improve our understanding of the

pathophysiology of IC and to optimize patient management.
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La premiére partie de ce mémoire est consacrée a une revue bibliographique des
différents éléments relatifs a notre travail. Les premier et deuxieme chapitres sont
consacrés a l'agent pathogéne Candida albicans et soulignent les problemes de
santé posés par ce champignon chez les patients immunodéprimés. Dans un
troisieme chapitre, nous décrivons les mécanismes immunologiques mis en ceuvre
par I'héte pour limiter le caractere invasif de l'infection, en mettant 'accent sur
I'équilibre fragile existant entre le systeme immunitaire et les facteurs de virulence du
champignon. Ce chapitre fait apparaitre le réle majeur de 'immunité innée dans la
clearance fongique par l'intermédiaire de médiateurs clés dont la Mannose-binding
lectin représente un des acteurs principaux. Au sein de ce dernier chapitre, une
grande partie est consacrée aux réles de cette lectine dans limmunité anti-
infectieuse, des voies de signalisation initi€ées par cette derniére ainsi que de ses
partenaires.

Dans une deuxieme partie, nous présenterons les résultats des travaux de recherche
sous forme d’articles publiés ou en cours de soumission.

Enfin, dans la derniere partie, nous discuterons nos résultats et nous aborderons les

perspectives ouvertes par nos travaux.
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1 - Le genre Candida



Le genre Candida

Caracteres genéraux des levures

Les Candida sont des champignons levuriformes polymorphes se reproduisant
par bourgeonnement. C’est une levure non capsulée, non pigmentée et aérobie,
diploide pouvant mesurer de 3 a 15 uym. Elles sont fréquemment retrouvées dans les
muqueuses et sur la peau, c’est pourquoi elles sont décrites comme des
microorganismes commensaux. |l s’agit d’'une levure cosmopolite opportuniste

eucaryote dont la phylogénie est la suivante:

Regne : Fungi

Phylum : Ascomycota
Classe : Hemiascomycetes
Ordre : Saccharomycétales
Famille : Candidaceae
Genre : Candida (Berkhout, 1923)

L’espéce la plus représentative de ce genre est Candida albicans frequemment
retrouvée chez ’homme et parfaitement tolérée au niveau de la cavité buccale, sur la
peau, dans le systeme digestif, au niveau du tractus ano-rectal et dans la flore
vaginale (Pittet, et al., 1994).

Ces données sont toutefois a considérer avec précaution dans la mesure ou les
techniques de prélevement ne sont pas toujours identiques et les sites de

prélevement ne présentent pas toujours un environnement homogene.

Ultrastructure

Candida albicans possede tous les organites intracellulaires caractéristiques des
eucaryotes :

- un noyau, délimité par une double membrane nucléaire, et renfermant huit
chromosomes (R, le plus grand et 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7 selon une taille décroissante)

- un nucléole

- un réticulum endoplasmique

- un appareil de Golgi
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Le genre Candida

La seule structure différenciant la levure d’'une cellule eucaryote « classique » est la
présence d'un systéme vaculo-vésiculaire, évoluant en relation avec le cycle

cellulaire et la division, et impligué en majeure partie dans la synthese de la paroi.

La paroi

Initialement, la paroi de C. albicans était considérée comme une structure
inerte, assurant la protection et la rigidité du protoplaste vis-a-vis des pressions
osmotiques et oncotiques mais également des contraintes environnementales
comme la température, le pH ou les substances chimiques. Désormais, il est établi
gue la paroi est un composant essentiel dans la biogénese et la pathogénie de C.
albicans (Ruiz-Herrera, et al., 2006). Il s’agit d’'un édifice complexe avec une
structure stratifiée et dynamique responsable de l'intégrité cellulaire (Latge, 2007,
Smits, et al., 1999) (Figure 1). Elle constitue le point d’interaction avec
'environnement et est la cible privilégiée des moyens de défense de I'hote. Elle
conditionne également I'adhérence et est principalement responsable de la
reconnaissance par 'immunité innée et adaptative (Netea, et al., 2008, Netea, et al.,
2006). Ce réseau tridimensionnel dynamique est composé de 80 a 90% par des
carbohydrates (Lopez-Ribot, et al., 2004) et minoritairement par des protéines et des
lipides (Klis, et al., 2001, Latge, 2007).

Elle est composée de 4 a 8 couches (Klis, et al., 2001) :

La couche la plus externe de la paroi, est composée de mannoprotéines (MPSs)
enzymatiques et structurales, du phosphopeptidomannane (PPM appelé aussi
mannane) (De Groot, et al., 2005).

La couche la plus interne, adjacente a la membrane plasmique, est composée de
mannoprotéines structurales et enzymatiques.

Les couches intermédiaires, sont constituées de B-glucanes et de chitine qui créent
un réseau dense assurant l'intégrité de la cellule et sa résistance aux agressions
physiques (De Groot, et al.,, 2005). La paroi est également dotée de protéines
ancrées GPI (GlycosylPhosphatidylinositol) et de protéines PIR (Proteins with
Internal Repeats) (Kapteyn, et al.,, 1999, Kapteyn, et al., 1999). La proportion des

différents composants de la paroi varie en fonction du cycle cellulaire (Latge, 2007).
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Le genre Candida

== Mannan @ N-acetylglucosamine
== Cellwall protein @ 0-{1,3)-mannose
B-(1.6)-glucan @ 0-(1,2)-mannose
= B-(1.3)-glucan © 0o-{16)-mannose
== Chitin O B-(1.2)-mannose
O P-(14)-mannose
© B-(1.6)-glucose )
@ [-(13)-glucose K

Figure 1. Organisation moléculaire de la paroi de C. albicans (Netea, et al., 2008)

Les p-glucanes

Ce sont les constituants majeurs du squelette microfibrillaire pariétal responsables de
sa résistance meécanique et chimique. lls sont impliqués également dans les
connexions cellule-cellule. Ces polyméres sont constitués de longues chaines (degré
de polymérisation : 30+2) de résidus glucose liés en (3-1,3 dont certaines ont des
ramifications latérales de résidus glucose liés en [(-1,6 (Masuoka, 2004, Ruiz-
Herrera, et al., 2006). Ces B-glucanes (BD) représentent d’un point de vue quantitatif
47 a 60% du poids sec de la paroi et en sont donc les constituants majeurs. lls
forment un squelette rigide, grace a I'existence de liaisons glycosidiques avec la

chitine (Surarit, et al., 1988), et conferent de fortes propriétés physiques a la cellule.

Les B-1,3 glucanes

Les chaines de B-1,3 glucanes peuvent étre ramifiées et contenir quelques
résidus glucose liés en B-1,6. Le degré de polymérisation et de ramification des
unités glucose dépendent des conditions environnementales influencant la

morphologie des levures. La synthése des [(-1,3 glucanes nécessite des enzymes
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Le genre Candida

ancrées dans la membrane plasmique. Ces enzymes sont des hétérodimeres
composées d’'une sous-unité catalytique Gsclp (CaFkslp) (Mio, et al., 1996) et d’'une
sous unité régulatrice a activit¢ GTPase, Rholp (Kondoh, et al., 1997). La p-1,3
glucane synthétase effectue une réaction de transglycosylation des résidus glucose
a partir du substrat UDP-glucose. Comme les chaines de [B-1,3-glucanes sont
synthétisées linéairement, la présence de branches dans les molécules matures
implique I'existence d’enzymes intervenant dans la maturation des (-1,3-glucanes
(lorio, et al., 2008). Ainsi, Phr1p, Phr2p joueraient un rbéle dans I'élongation et le
réarrangement des chaines p-1,3 (Mouyna, et al., 2000). Bgl2p aurait une activité 3-
1,3 glucosyltransférase responsable de l'intégration des chaines (-1,6- glucanes
(Sarthy, et al.,, 1997), Exg1p (Xog1) est une B-1,3-exoglucanase, possédant des
activités d’hydrolase et de transférase impliquées dans le métabolisme des glucanes
(Stubbs, et al., 1999).

Les B-1,6 glucanes

Les B-1,6 glucanes sont des structures hautement ramifiées, associées de facon
covalente avec la plupart des autres constituants de la paroi ($-1,3 glucanes, chitine,
protéines a ancre GPI). Chez C. albicans, les quantités de B-1,6 glucanes sont deux
fois plus importantes que chez S. cerevisiae. La synthése des B-1,6 glucanes est
complexe et la plupart des connaissances actuelles sont issues des études menées
chez S. cerevisiae. Les études génétiques ont permis d’identifier environ 10 génes
impliqués dans la biosynthése des B-1,6 glucanes: KRE1l, KRE5, KRE6, KRE9,
KRE11l, CNE1, CWH41/GLS1, KNH1, ROT2/GLS2 et SKN1. Les produits de ces
genes ont été localisés le long de la voie de sécrétion et a la surface cellulaire,
suggérant que les glucanes sont assemblés tout au long de la voie de sécrétion et
que la formation des polyméres et complétée a I'extérieur de la cellule.

Des études d’homologies ont d’ailleurs permis de retrouver dans le génome de C.
albicans des homologues de KRE1 (Boone, et al., 1991), KRE5 (Herrero, et al.,
2004), KRE6 (Mio, et al., 1997), KRE9 (Lussier, et al., 1998), CNE1 (Shahinian, et
al., 1998), CWH41/GLS1 (Jiang, et al., 1996), ROT2/GLS2 et SKN1 (Mio, et al.,
1997).
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Le Mannane

C’est un polymére de mannose associé a des protéines par des liaisons
covalentes (glycomanno-protéines). Ce sont, avec les BD, les constituants majeurs
de la paroi, puisqu’ils représentent environ 40% des polysaccharides et sont les
principaux participants a la formation de la matrice de la paroi (Calderone and Braun,
1991, Shepherd, 1987). Le terme « mannane » fait aussi référence au principal
composant soluble et immunogene présent dans la couche externe de la paroi,
appelé phosphomannoprotéine ou encore phosphopeptidomannane. Cette fraction
de la paroi comprend principalement des homopolymeres de D-mannose, 3 a 4% de
protéines, et 1 a 2% de phosphates. Les polymeres de mannose sont liés a la
protéine par un résidu asparagine, thréonine ou sérine. Les mannanes sont des
edifices complexes de masse moléculaire élevée, constitués de résidus mannose liés
en a-1,6, a-1,2, a-1,3 (Poulain, et al., 1997). Les mannanes comprennent également
des motifs oligomannosidiques tels que le B-1,2-mannane, qui permet de différencier

les sérotypes A et B de C. albicans (Ruiz-Herrera, et al., 2006).

La chitine

La couche la plus profonde de la paroi est composée de polymeres linéaires de plus
de 2000 résidus de N-acétyl-D-glucosamine (GIcNAc) unis par des liaisons B-1,4
(chitine) (Ruiz-Herrera, et al., 2006). Les chaines de GIcNAc, s’assemblent de fagon
anti-parallele par des liaisons hydrogéne pour former un réseau microfibrillaire qui
participe a la rigidité de la paroi en formant des complexes avec les B-glucanes
(Cabib, et al., 2008, Shepherd, 1987). Chez les levures, elle participe au processus
de bourgeonnement et notamment a la formation de 'anneau de constriction pour la
séparation de la cellule mére et la cellule fille (Tronchin, et al., 1981). La chitine est
aussi impliquée dans la formation des septa de la forme mycélienne. Malgré son réle

majeur, c’est un constituant mineur de la paroi (0,6 a 9 %) (Molano, et al., 1980).

Sa distribution est hétérogéne au sein du squelette pariétal et varie au cours du
cycle cellulaire ainsi qu’en fonction des conditions de milieu (Watanabe, et al., 2005).

La chitine est essentielle a la viabilité de la cellule (Munro and Gow, 2001, Munro, et
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al., 2001) et a ce titre représente toujours une cible privilégiée pour le
développement de nouvelles molécules antifongiques. Les levures possedent
plusieurs chitine-synthétases qui coordonnent la synthese de la chitine dans
différents sites de la paroi en fonction du cycle cellulaire (Munro and Gow, 2001).
Chez C. albicans, la biosynthese de la chitine est sous le contréle de quatre chitine
synthétases codées par les génes CHS1, CHS2, CHS3 et CHS8 (Lenardon, et al.,
2007, Munro and Gow, 2001).

Chitine synthétases

- La chitine-synthétase de classe | (Chs2p et Chs8p) posséede I'activité chitine
synthétase impliquée dans la croissance des hyphes. Chs2p représente la majeure
partie de l'activité chitine-synthétase mesurée dans des préparations enrichies en
membrane cellulaire (Gow, et al.,, 1994). Les mutants chs2A présentent une
diminution significative de la quantité de chitine et une atténuation de la virulence
dans un modele expérimental de candidose systémique chez la souris (Gow, et al.,
1994, Munro, et al., 1998). Chs8p contribue faiblement a I'activité chitine-synthétase

mesurée in vitro (Munro, et al., 2003).

- La chitine synthétase de classe Il (Chslp), codée par le géne CHS1, est
nécessaire a la synthése de la chitine lors de la phase initiale de formation des
septa ; son activité contribue a assurer l'intégrité de la paroi. De plus, Chslp est

indispensable a la croissance de la levure (Munro, et al., 2001, Walker, et al., 2008).

- La chitine-synthétase de classe IV (Chs3p), produit environ 80% de la chitine

pariétale des blastoconidies et des formes germinatives (Munro, et al., 1998).

L’expression différentielle des chitines synthases en fonction du stade
cellulaire des levures a été clairement identifiée par [I'utilisation de mutants
isogéniques déficients en un ou plusieurs génes de chitine synthétases. De plus il a
été démontré que I'assemblage de longues microfibrilles de chitine (au sein des

septa) est sous la dépendance de CHS8, alors que la présence de courtes chaines
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retrouvées au sein de la paroi et dans les septa est sous la dépendance de CHS3
(Lenardon, et al., 2007).

La formation des hyphes et la régulation de la plasticité de la paroi au niveau
des zones de croissance du mycélium sont assurées par les chitinases. Chez C.
albicans ces enzymes sont codées par 4 genes différents CHT1, CHT2, CHT3, et
CHT4. Les CHT2 et CHT3 sont exprimés préférentiellement dans la forme
blastoconidie (Dunkler, et al., 2005). Les activitts de CHT1 et CHT4 restent
incomplétement caractérisées. Les activités chitine-synthétases et chitinases sont

régulées de maniére indépendante I'une de 'autre (Selvaggini, et al., 2004).

Les protéines pariétales

Elles constituent de 6 a 25 % de la paroi et certaines participent a l'unité
structurale des mannoprotéines. Ces protéines peuvent étre structurales,
enzymatiques (dégradation de substrats, élaboration de la paroi) ou intervenir dans
les interactions cellulaires (adhésines). Les protéines structurales participent au
maintien du squelette cellulaire par leur association avec la chitine et les B-glucanes
(Kapteyn, et al., 2000).

Les protéines a ancre GPI

Les protéines a ancre GPI sont quantitativement les plus importantes chez C.
albicans et représentent environ 90% des protéines de paroi liees de maniere
covalente. Elles sont liées aux (-1,3 glucanes ou a la chitine via des 3-1,6 glucanes
(Kapteyn, et al., 1995). Les protéines a ancre GPI possédent d’autre part des motifs
structuraux caractéristiques. Une séquence consensus porteuse du site
d’attachement et de sa région située en son amont a été définie a partir de plusieurs
especes de champignons. En « criblant » cette séquence dans le génome de C.
albicans, 234 protéines a ancre GPI présumées ont été identifiées (Eisenhaber, et
al., 2004).

La famille des ALS (Agglutinin Like Sequences), impliquées dans I'adhérence a
différents substrats en est le principal représentant. D’autres protéines interviennent

dans le remodelage de la paroi (Cht2, Crh11, Pga4, Phr1 et Scw1), l'invasion
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tissulaire (Sap9, Sap10p), ou encore I'adhésion aux cellules de I'héte (Hwp1).

Les protéines Pir

Les protéines Pir sont fortement O-glycosylées. Elles sont caractérisées par la
présence de séquences enrichies en glutamine et possédent un domaine C-terminal
conservé avec quatre résidus cystéine (Toh-e, et al., 1993). Ces protéines sont,
vraisemblablement, attachées a la paroi via les B-1,3 glucanes par des liaisons de
type O-glycosidiques.

Certaines d’entre-elles sont aussi reliées a la paroi par des ponts disulfures.
L’utilisation d’anticorps dirigés contre la protéine Pir Hsp150 de S. cerevisiae, a
permis d’identifier des protéines Pir dans la paroi de C. albicans et dans le milieu de
culture (Kandasamy, et al., 2000). En parallele, De groot et al. ont identifié la protéine
de paroi Pirl (de Groot, et al., 2004).

Les autres protéines pariétales

C. albicans possede en fait de nombreuses autres protéines pariétales, dont
plusieurs n'appartiennent pas a la classe des protéines a ancre GPI ni a celle des
protéines Pir. Il s’agit notamment des protéines du choc thermique (Heat Shock
Protein HSP) (Swoboda, et al., 1995). Ces derniéres sont retrouvées a la fois au
niveau du cytoplasme et de la paroi. Leur synthese contribuerait a la protection et a
la réparation de la cellule en conditions de stress (changement brutal de température
notamment). Deux familles HSP sont particulierement étudiées chez C. albicans :
Hsp90 et Hsp70 (Burnie, et al., 2006). La protéine de 47 kDa, fragment de la Hsp90,
a été identifite comme un déterminant antigéniqgue majeur lors de candidoses
systémiques. Elle constitue la fraction thermostable de la Hsp90 et elle serait
impliquée dans la synthése d’anticorps protecteurs chez 'homme et I'animal
(Matthews, et al., 1991, Pachl, et al., 2006). Dans la famille des Hsp70, deux
protéines, la Ssalp et la Ssa2p, ont été identifiées chez C. albicans. Elles posséedent
aussi des propriétés antigénigues importantes, et sont également impliquées dans la
synthése d’anticorps protecteurs lors de l'infection (La Valle, et al., 1995). L'énolase
est également une protéine importante de la paroi. C’est une hydrolase impliquée
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dans la néoglucogenése. Elle est produite et secrétée abondamment & la fois in vivo
et in vitro (Chaffin, et al., 1998). La détection de I'énolase circulante et d’anticorps
anti-énolase dans le sang a une valeur diagnostique d’infection invasive aujourd’hui

bien établie chez I'animal et ’'homme (Mitsutake, et al., 1996).

Les lipides

Fraction la plus faible de la paroi (1 a 7%), ils participent a la rigidité de la
cellule. Les lipides majeurs sont les triglycérides, des phospholipides et des stérols
libres ou estérifiés. lls jouent un réle important dans la signalisation cellulaire et dans
I’élaboration de la paroi (Ghannoum, et al., 1986). Un représentant de la famille des
mannose-inositol-phosphorylcéramides (MIPC) a été identifié parmi les glycolipides
de la paroi de C. albicans et nommé le phospholipomannane (PLM). La partie
lipidigue du PLM est constituée de phytocéramide associant une phytosphingosine
en C18 ou C20 et un acide gras hydroxylé en C24, C25 ou C26. Sa partie glycanique
est composée d’'une chaine linéaire de 8 a 18 résidus mannose liés exclusivement
en B-1,2 (Trinel, et al., 1993, Trinel, et al., 1987). Il a été montré que la structure du
PLM était fonction des conditions de culture (pH, température) et du sérotype de la
souche (Trinel, et al., 2005). Le PLM peut étre secrété en surface de la paroi et est
capable de se fixer aux cellules héte ainsi que d’'induire chez le macrophage une
apoptose par modulation de la voie ERK (Extracellular-Regulated Kinase) (Ibata-
Ombetta, et al., 2001) et la translocation nucléaire de NF-kB (Nuclear Factor kB) en
présence de TLR2 (Toll-Like Receptor 2) (Jouault, et al., 2003). Un travail récent de
Qing C et al.,, a montré que le PLM était capable d’induire une production
d’Interleukine-6 (IL) et de chimiokine 8 sur les cellules THP1 (lignée promonocytaire
de patient atteint de leucémie aigué) (Qing, et al., 2011).

L’analyse de la part respective de la partie céramidique et des p-
oligomannosides a été rendue possible par la construction de mutants présentant
une délétion du gene MIT1, codant pour une glycosyltransférase dont la fonction
supposée est celle d'une GDP mannose - IPC mannose transférase impliquée dans
la voie de biosynthése des MIPC. Le mutant mitlA est moins virulent que la souche
sauvage dans un modele murin de candidose systémique et est plus sensible a la

lyse par le macrophage (Mille, et al., 2004).
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Trés récemment, le rble clé des B-mannosyl transférase (BMT) a également été
démontré dans I'ajout de B-mannoses sur le phosphopeptidomannane pariétal par
utilisation de souches déficientes en BMT5 et BMT6 montrant une diminution
dramatique de la glycosylation du PLM ainsi qu’'une accumulation de PLM avec des
chaines beta-oligomannosidiques tronquées. Ces délétions n'ont cependant aucun
effet sur la biosynthése des sphingolipides ainsi que sur la beta-mannosylation du
PPM (Mille, et al., 2012).

La composition lipidique de la cellule est affectée par le passage de la forme
blastospore a la forme mycélium (Mishra, et al., 1992). La composition de la paroi
des formes blastospores et filamenteuses est quasiment similaire en pourcentage,
bien que les quantités relatives de a-glucanes, chitine, et mannanes varient en
fonction de la forme de croissance considérée (Calderone and Braun, 1991). Ainsi,
par exemple, les cellules de I'hnyphe contiennent au moins trois fois plus de chitine

gue les spores.

En plus d’étre un composant essentiel de la cellule, la paroi exprime plusieurs
facteurs de pathogénicité  impligués notamment dans la transition
colonisation/infection. La majorité des molécules exprimées a sa surface ont des

propriétés d’adhésines ou dimmuno-modulateurs (Masuoka, 2004).

Transition colonisation/infection

De nombreux pathogenes fongiques humains, comme C. albicans, saprophyte
de nature, sont présents dans différentes flores commensales de I'héte (intestinale,
buccale, vaginale et épithéliale) chez 30 a 70% des individus sains (Perlroth, et al.,
2007). Cet état de tolérance entre I'hdte et C. albicans peut aboutir, en cas
d’inaptitude a réguler la multiplication et I'instauration de cette levure, dans certaines
circonstances cliniques, a une rupture d’équilibre conduisant a des infections sévéres
(Kirkpatrick, 1994).

Cette transition colonisation/infection consiste en une succession d’événements
initiés soit par des facteurs exogénes (antibiotiques, immunosuppresseurs...), soit
par une rupture des barrieres naturelles (brllure, cathéters, mucites). Dans la

majorité des cas, les patients s'infectent par leur propre souche aprés une
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prolifération digestive importante et une translocation hématogéne favorisée par un
déséquilibre de I'homéostasie intestinale. L'ensemble des différentes phases
permettant le passage de I'état de colonisation a I'état d’infection est représenté en

figure 2 et comporte 4 étapes principales.

Hyphes  Levures

Adhésion et
colonisation

Pénétration et
invasion des hyphes

Dissémination
vasculaire

Pénétration et

ié_%_ colonisation endothéliale

Figure 2. Invasion des tissus de I'héte par C. albicans. Adapté de Gow et,al
(Gow, et al. 2011)
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Colonisation/adhésion

La colonisation est un pré-requis indispensable au développement des
infections a C. albicans. Cette étape met en jeu les propriétés d’adhérence de C.
albicans a la surface des cellules épithéliales buccales, vaginales ou digestives.
Cette interaction est indispensable a l'initiation du processus d’invasion tissulaire et
'un des mécanismes majeurs reste la formation de tube germinatif qui confere aux
cellules une aptitude d’adhérence par l'intermédiaire de la synthése d’adhésines.
Ces protéines présentent des affinités pour de nombreuses protéines de I'héte,
d’origine plasmatique ou matricielle, comme la fibronectine (Santoni, et al., 1994), le
fibrinogéne (Annaix, et al., 1990), le C3d (Linehan, et al., 1988), le C3bi (Gilmore, et
al., 1988) et la laminine (Lopez-Ribot, et al., 1994). La levure est de plus capable de
s’adapter a des pH trés variés, de résister a de multiples secrétions (lysozymes, IgA
sécrétoires, salive, mucus), et de rivaliser avec de nombreuses especes
bactériennes (Eckburg, et al., 2005). La colonisation par C. albicans est tributaire de
I'état de santé du patient et de I'intégrité de la muqueuse intestinale. Ainsi, chez les
patients hospitalisés, la colonisation augmente avec la sévérité de la maladie sous-

jacente et la durée d’hospitalisation.

Invasion tissulaire

En cas d’inaptitude du systéme immunitaire a limiter la colonisation, C. albicans
est capable d’initier une invasion tissulaire, premiére étape de la transition
colonisation/infection. Cette invasion est favorisée par une rupture des barrieres
naturelles (traumatisme, choc endotoxinique, mucites, dénutrition, hypotension,
traitement par stéroides ou cyclosporine, ischémie et reperfusion ...) et/ou par une
altération de I'immunité de I'h6te. L’atteinte des vaisseaux sanguins et lymphatiques
est favorisée par la transition levure/mycélium avec la croissance de la forme
filamenteuse a travers I'épithélium puis les tissus. L’aptitude de C. albicans a digérer
les tissus de I'héte grace a la sécrétion d’enzymes hydrolytiques favorise également
la pénétration et est nécessaires a sa multiplication (Calderone and Fonzi, 2001,

Richardson and Rautemaa, 2009). Néanmoins, le processus d’invasion par les
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autres espéces Candida n’est aujourd’hui que partiellement élucidé (Gokce, et al.,
2007).

Dissémination hématogéne

Le processus d’angioinvasion par Candida est assez peu étudié. Il permet aux
éléments fongiques d’atteindre la lumiére des vaisseaux sanguins et lymphatiques et
de disséminer, vraisemblablement sous la forme levure. Dans la plupart des cas,
identité de la souche qui dissémine est la méme que celle qui colonise le tube
digestif permettant ainsi de relier étroitement colonisation et infection (Nucci and
Anaissie, 2001). Les septicémies a Candida sont caractérisées par une mortalité
attribuable de I'ordre de 40% (VVardakas, et al., 2009).

Extravasation, pérennisation tissulaire

La derniere étape est la multiplication tissulaire dans les organes rendus
accessibles par voie sanguine. L’ensemble des tissus humains peuvent étre infectés
(Pittet, et al., 1994) et la pathologie du patient sera dépendante de I'organe atteint
(candidose rénale, splénique, péritonéale, systémique, intestinale, mucocutanée ou

encore oculaire).

Cette transition colonisation/infection est cependant déterminée par I'existence
de nombreux facteurs de virulences et de modifications morphologiques propre a C.

albicans.

Les facteurs de virulences

A la différence des pathogénes stricts, C. albicans est versatile de par sa
capacité de survie chez un hote en tant que commensal et son habilité a devenir
pathogéne dans des conditions défavorables pour I'héte (Calderone and Fonzi,

hY

2001). Beaucoup des facteurs de virulence de C. albicans sont attribués a son
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caractére opportuniste, incluant I'adhérence aux cellules de I'héte, la sécrétion

d’enzymes lytiques, et le changement de morphologie.

L’ensemble de ces facteurs de virulences agissent de concert pour favoriser
une diminution des défenses de I'héte qui modifie I'équilibre de commensalisme au
profit de la levure, et entraine le basculement du stade de colonisation a celui de

I'infection.

L’adhérence

L’adhérence aux tissus de I'hdte est essentielle pour initier et maintenir
I'interaction héte/levure (Gaur, et al., 1999). Elle fait intervenir plusieurs adhésines de
surface permettant le phénomeéene de « sensing» de C. albicans des différents
substrats sur lesquels elle se développe (Gow, 1997).

Les adhésines peuvent étre définies comme des biomolécules qui initient
'adhérence de C. albicans aux cellules ou aux ligands de I'h6te (Calderone and
Fonzi, 2001). Les polysaccharides (Fukazawa and Kagaya, 1997), les glycoprotéines
(Chaffin, et al., 1998) et les lipides (Ghannoum, et al., 1986), qui sont des molécules
de surface, ont une fonction de promotion de la liaison de C. albicans, et
probablement de pénétration dans les tissus de I'héte. Plusieurs adhésines ont été
identifiées, incluant Alal (Gaur, et al., 1999), Als (Fu, et al., 1998) dont Als3 (Liu and
Filler, 2011) et Hwp1l (Staab, et al., 1999).

Enzymes lytiques sécrétées

Deux grandes familles d’enzymes lytiques sécrétées, composées de plusieurs
membres, ont été associées a linvasion : les « secreted aspartyl proteinases »

(SAPS) et les phospholipases (PLS).
Les membres de la famille des SAPs composés d’'une dizaine de génes, SAP1

a SAP10 (Monod, et al., 1998), sont des facteurs de virulence clés de la

pathogénese des Candida par dégradation de protéines humaines, optimisation de
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I'adhérence, coordination du passage levure/hyphe, modulation de la virulence ainsi
que par le leurre du systeme immunitaire (Naglik, et al., 2003).

Les PLs, quant a elles, ont été identifiées au nombre de 4 (PLA, PLB, PLC et
PLD) mais seule PLB1, exprimée a I'extrémité des hyphes, est nécessaire a la
virulence (Ghannoum, 2000). Des investigations supplémentaires seront néanmoins

nécessaires pour éclaircir le réle et les mécanismes impliquant les PLs.

Dimorphisme

C. albicans est un champignon diploide polymorphe capable de changements
morphologiques majeurs allant de la forme levure unicellulaire (blastospores) a la

forme filamenteuse (pseudohyphes ou hyphes) (Figure 3).

®) Blastoconidie

Pseudofilaments
o—*oo (Q‘? @of

C\/o G7 C}/ Hyphes

Figure 3. Représentation schématique des différentes formes de C. albicans
adapté de Arnaud et al. (Arnaud, et al., 2009)

La forme blastoconidie est ronde ou ovalaire, mesurant de 2 a 4 ym avec parfois un
bourgeon en formation. Ces cellules ont une température optimale de croissance de
37°C. La forme pseudomycélium mesure de 500 a 600 ym de longueur et de 3 a 5
pm de largeur, composée d’'un assemblage de cellules mises bout a bout pour
simuler un filament mycélien. Chaque compartiment cellulaire est identigue en
longueur, contient la méme quantité de matériel génétique, mais differe du précédent
en quantité de cytoplasme et de ses constituants.

La forme mycélium vrai correspond a un champignon filamenteux hautement polarisé

avec des bords paralléles. La conversion d’une levure en filament mycélien passe
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par l'intermédiaire d’'une structure appelée tube germinatif. Cette forme est spécifique
de C. albicans et C. dubliniensis et favorise l'invasion des tissus et des organes de

I'hSte.

Sous certaines conditions environnementales, C. albicans peut aussi former
des chlamydospores, qui sont des structures terminales ou latérales arrondies. Elles
sont formées par épaississement du thalle, mesurant deux fois la taille d'une
blastospore et possédant une paroi plus épaisse.

Toutes ces transitions morphologiques se mettent en place en réponse a des
changements environnementaux, et permettent ainsi au champignon de s’adapter a
différents biotopes.

Certaines de ces modifications morphologiques peuvent favoriser la dissémination
des levures dans les tissus (Hazan, et al., 2002). Ce sujet fait I'objet de recherches
tres actives pour comprendre les capacités adaptatives du champignon et les

modifications géniques qui les déterminent (Lane, et al., 2001, Lo, et al., 1997).

La formation de pseudomycélium ainsi que de mycélium vrai aboutit a I'élaboration
d’'un réseau microfibrillaire stable, permettant a C. albicans de développer un
véritable biofilm qui participe a sa pérennisation sur certains substrats ou dispositifs

implantables.

Le biofilm

Le biofiim de C. albicans consiste en un complexe organisé en matrice
extracellulaire structuré par un enchevétrement de cellules et de filaments (Chandra,
et al., 2001) (Figure 4). Ce biofilm, avec son architecture élaborée, contribue a la
difficulté de traitement des patients atteints d’infection systémique par une
augmentation de la résistance aux antifongiques et aux cellules immunitaires de
’héte ainsi qu’une promotion de la colonisation des dispositifs implantables
(Ramage, et al., 2005). Ces dispositifs médicaux, comme les cathéters et les valves
cardiaques, constituent des surfaces idéales pour I'adhésion et 'ancrage de biofilms
(Chandra, et al.,, 2001, Ramage, et al., 2005). L’habilit¢ de ce champignon a

changer de morphologie est indispensable pour la formation d’un biofilm (Baillie and
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Douglas, 1999, Ramage, et al., 2001) et pourtant les connaissances sur les
mécanismes régulateurs de la formation de ce type de structure restent encore

partielles.

Dispersion des
blastoconidies

Matrice
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Figure 4. Etapes du développement d’un biofilm par C. albicans (Schéma adapté de
Finkel et al., (Finkel and Mitchell, 2011))

Le quorum sensing

Le quorum sensing est le phénomene de signalisation ou de communication entre
les cellules chez les micro-organismes. Ce mécanisme utilise des signaux
moléculaires pour meédier les interactions entre son producteur, les cellules
environnantes, le milieu extérieur, et les autres micro-organismes. L’existence du
guorum sensing a été principalement étudié chez les procaryotes mais certaines
données existent toutefois chez C. albicans qui reste le modéle d’étude eucaryote.
En effet, les « quorum sensing molecules » (QSMs) ont été décrites comme
nécessaires pour bloquer la filamentation (Hazen and Cutler, 1983) et favoriser les
échanges entre les cellules. Le farnesol a été la premiere QSM découverte et
caractérisée chez un systeme eucaryote (Hornby, et al., 2001), suivie par le tyrosol
(Chen, et al., 2004) ou encore les molécules de carbone 12 (Hogan, et al., 2004).
L’ensemble de ces molécules ont pour fonction de réguler la croissance des levures,
que ce soit chez la forme globulaire ou chez les hyphes. Ces modulations de
croissance ont été montrées comme ayant un impact sur l'efficacité de certains
antifongiques, comme les azolés, et augmenteraient de maniére significative la

virulence de ces levures (Navarathna, et al., 2005).
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Le genre Candida

L’ensemble de ces facteurs de virulence confere aux levures du genre
Candida la possibilité de moduler les défenses immunitaires de I'héte. lls sont

particulierement déterminants dans les étapes précoces de l'infection.
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Candidose, formes cliniques et stratégies diagnostiques

Généralités

Les candidoses sont des infections opportunistes fréquentes dont l'incidence a
connu une augmentation exponentielle durant les 30 dernieres années. Le
développement de ces maladies a été largement favorisé par I'évolution rapide des
techniques médico-chirurgicales, 'immunodépression consécutive a l'infection par le
virus de limmunodéficience humaine (VIH) ainsi qu’aux nouvelles thérapies
immunosuppressives associées aux transplantations et au développement des
biothérapies. Les formes invasives touchent également des populations fragilisées
par leurs pathologies sous-jacentes tel que les prématurés, les grands brulés, les
patients polytraumatisés ou les patients admis dans les unités de réanimation
médicales/chirurgicales. Les formes nosocomiales sont dominées par les candidoses
profondes, caractérisées par une mortalité attribuable de l'ordre de 40%
(Gudlaugsson, et al., 2003, Pagano, et al., 2006, Tortorano, et al., 2004) en raison
des difficultés diagnostiques et de la non-spécificité des signes cliniques. Le
diagnostic tardif de ces infections a incité les cliniciens a développer des stratégies
prophylactiques/préemptives dont le colt est devenu de plus en plus difficile a
supporter par les structures hospitalieres. Les infections a levures se situent
aujourd’hui au premier rang des infections nosocomiales (Bodey, et al., 2002, Hage,
et al., 2002), avec une distribution presque équivalente entre C. albicans et C. non
albicans parmi les souches isolées en pathologie humaine (Pfaller and Diekema,
2007).

Aspects cliniques

D’un point de vue clinique, les candidoses concernent deux types de Iésions, les

candidoses superficielles et les candidoses profondes.

Les candidoses superficielles

Les candidoses superficielles sont les manifestations les plus communes et sont

tres variées. Elles peuvent atteindre I'ensemble des épithéliums ainsi que les
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mugqueuses telles que la cavité buccale (Elangovan, et al., 2012), le pharynx (Evans,
et al., 2012, Laurent, et al., 2011), I'cesophage (Porubcin, et al., 2012), l'intestin
(Parra-Herran, et al., 2010), le systéme urinaire (Fisher, et al., 2011), la peau
(Antachopoulos, et al., 2007, Coldiron and Manders, 1991) et la muqueuse vaginale
(Fidel and Cutler, 2011). Ces infections restent cependant relativement simples a

diagnostiquer et a traiter contrairement aux infections profondes.

Les candidoses profondes

Il est largement admis aujourd’hui que la colonisation est une étape préliminaire
des infections profondes a Candida. Plusieurs travaux de Voss et al., ont démontré
une identité génétique entre les souches colonisantes et les souches isolées
d’hémocultures (Voss, et al., 1994). En effet, la porte d’entrée est souvent digestive.
Toute perturbation de ’lhoméostasie intestinale (inflammation, antibiothérapie...) peut
conduire a une prolifération des levures. L’augmentation de la charge fongique au
niveau des muqueuses peut favoriser la sécrétion d’un certain nombre d’enzymes
lytiques et la translocation des levures au niveau hématogéne (Naglik, et al., 2003,
Pittet, et al., 1994).

Ces formes d’infections candidosiques, encore appelées candidoses systémiques,
recouvrent les septicémies a Candida et les affections viscérales profondes initiées le
plus souvent par une dissémination hématogéne. Elles surviennent surtout chez des
patients hautement fragilisés, hospitalisés généralement dans les unités de soins
intensifs, dans les services de réanimation médicale et chirurgicale ainsi que dans
les unités d’'onco-hématologie. Elles occupent désormais le 4eme rang des infections
nosocomiales en Europe (Munoz, et al., 2004) et aux Etats-Unis (Wisplinghoff, et al.,
2004) et sont donc devenues un réel probléeme de santé publique. En effet, ces
candidoses sont responsables d’'un impact médico-économique important (Pfaller
and Diekema, 2007) de par leur morbidité associée aux prolongations de séjours de
plus en plus fréquentes en raison du caractere invasif des Iésions, des difficultés a
stériliser les dispositifs implantables, foyers cryptiques ou encore les portes d’entrées
exogenes (Kojic and Darouiche, 2004). En réanimation, la mortalité directement
attribuable est estimée a 40% des épisodes candidémiques (Vardakas, et al., 2009,

Zaoutis, et al., 2005). Par alilleurs, la gravité de ces infections et les difficultés du
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diagnostic clinique et biologique ont entrainé une progression impressionnante de la
consommation des antifongiques. Celle ci est en grande partie liée aux traitements

empiriques ou a visée prophylactique (Leroy, et al., 2009).

Les septicémies a C. albicans peuvent avoir deux origines :

- une origine endogéne issue d’une infection préexistante au niveau digestif
(Nucci, 2000). La dissémination se fait alors par le systéme porte (Andrutis, et al.,
2000) pour atteindre des organes plus profonds, et notamment le foie, la rate, et plus

rarement les poumons.

- Une origine exogene, causée par un acte thérapeutique impliquant un
traumatisme vasculaire (cathéters, protheses). Les levures vont adhérer au cathéter,
le coloniser, former un biofilm (Douglas, 2003), puis franchir la voie veineuse pour
atteindre des organes tels que la rétine de I'ceil, le cceur, le foie et les reins (Kojic and
Darouiche, 2004, Paya, 2001). L'immaturité de la barriere cutanée a été également
rapportée comme porte d’entrée des levures au cours de l'infection a Candida des
sujets prématures.

La symptomatologie est aspécifique. Elle se présente comme une fievre persistante
aux traitements antibactériens a large spectre. Cet état de septicémie peut entrainer

un choc septique conduisant a la mort du patient.

Facteurs prédisposant a I'infection candidosique

L’infection a Candida est une infection opportuniste favorisée par un
déséquilibre immunitaire influencé par des facteurs extrinseéques ou intrinseques.
Parmi ces facteurs, I'adge (Roilides, 2011), le taux hormonal (Daniels, et al., 2001), la
présence d'une pathologie sous jacente comme le cancer (Alsan, et al., 2011,
Gligorov, et al.,, 2011), le syndrome de limmunodéficience acquise (SIDA)
(Tumbarello, et al., 1999), le diabete (Carvalho, et al.,, 2001), les pathologies
cardiaques (Darwazah, et al., 1999) ou encore la xérostomie (Shinozaki, et al., 2012)
et les traitements antibiotiques (Gupta, et al., 1994, Xie, et al.,, 2011) ou

immunosuppresseurs (Gupta, et al., 1994, Xie, et al., 2011) favorisent I'apparition de
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candidoses systémiques. Les pratiques chirurgicales (Hsu, et al., 2009) et les acces
vasculaires comme les cathéters (Tumbarello, et al., 1999), les protheses valvulaires
(Romero, et al., 2012) ou orthopédiques (Deelstra, et al., 2012) ont également été

montrés comme facteurs prédisposant aux infections a Candida.

Diagnostic des candidoses

Le diagnostic des candidoses repose sur un faisceau d’arguments cliniques,
radiologiques et biologiques. Il reste complexe pour les localisations profondes
(Hope, et al., 2005). En effet, la symptomatologie clinique n’est pas spécifique et peut
orienter initialement vers une septicémie bactérienne. Il est donc important de mettre
en ceuvre différentes stratégies pour garantir la précocité et la fiabilité du diagnostic
(Marchetti, et al., 2012).

L’imagerie

Les deux examens utiles au diagnostic des candidoses invasives (CI) sont le
scanner et I'imagerie par résonance magnétique (IRM) (Anttila, et al., 1994). L'IRM
est décrite comme plus sensible dans la recherche de Iésions hépatospléniques.
L’échographie est beaucoup moins performante mais peut toutefois servir a repérer
des métastases septiques en sortie d’aplasie.

Ces explorations mettent en évidence de nombreux micro-abcés dans le
parenchyme en cas de candidose hépatosplénique. Elles peuvent étre d’'un apport
significatif pour le diagnostic des spondylodiscites et dans le cas des atteintes
médullaires observées chez certains patients toxicomanes (Cottle and Riordan,
2008, Pihet, et al., 2005). Depuis quelques années, le PET-scan a considérablement
amélioré la recherche de tumeurs solides. Il est basé sur 'administration de '°F 2-
Fluoro-2-deoxy-D-glucose, qui a la particularité de s’accumuler dans les cellules a
activité métabolique intense. Sa sensibilité est meilleure qu’avec les techniques

d’'imagerie classiquement utilisées (Hot, et al., 2011).
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Méthodes mycologiques

La mise en évidence de Candida sp. dans un site colonisable par la flore fongique
résidente ou transitoire ne signifie pas forcément que celui-ci est pathogéne. Il est
donc important, en fonction des signes cliniques, de le rechercher dans les sites
stériles tels que le sang, le LCR, la bile, le liquide articulaire, le liquide péricardique et

certaines biopsies guidées par imagerie.

L’hémoculture

Une seule hémoculture positive a Candida sp., prélevée dans de bonnes
conditions d’asepsie, est toujours significative. L’inconvénient majeur de ce
prélevement est sa faible sensibilité. En effet, moins de 50% des hémocultures
prélevées chez des patients ayant eu une Cl prouvée a l'autopsie s’avérent positives
(Horvath, et al., 2004, Horvath, et al., 2003). Ce faible rendement est en partie lié au
faible inoculum présent lors de la ponction sanguine, qui est estimé par certains
auteurs a moins d’1 CFU/mL dans plus de la moitié des cas (Pfeiffer, et al., 2011).
Les conférences de consensus préconisent donc, chez le patient adulte, un volume

de sang de 20 mL par flacon d’hémoculture.

En regle générale, si le laboratoire ne dispose pas de milieux de culture
favorables & la croissance rapide des champignons (tel que le milieu Mycosis ICF®,
Becton Dickinson), il est dans ce cas recommandé d’utiliser des milieux en conditions
d’aérobiose. Une étude utilisant les automates BACTEC 9240 (Becton Dickinson) et
BacT/Alert 3D (BioMérieux) a montré que C. albicans a une croissance plus rapide,
avec un délai moyen de 35 heures entre 'insertion dans I'automate et la détection de

la positivité, contre 80 heures pour C. glabrata (Park, et al., 2011).

Cet examen a donc une forte valeur prédictive positive mais une trés faible
valeur prédictive négative, et ce malgré le fait d’utiliser des milieux spécifiques pour
champignons qui réduisent le temps de détection et augmentent la sensibilité
(Horvath, et al., 2004).
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Les prélevements profonds

Tout prélevement d’un site normalement stérile dont la culture met en évidence
une levure Candida sp. doit faire évoquer une infection invasive et étre traité comme
telle. La prise en charge d’'un tel prélévement est identique a celle préconisée pour
une candidose superficielle et consiste a effectuer un examen direct : un état frais
directement entre lame et lamelle et une coloration permettant une meilleure
visualisation des éléments fongiques. Les colorations usuelles sont le bleu de
lactophénol, le bleu d’ortholuidine, Le May Grunwald Giemsa et le Gomori-Grocott.
D’autres méthodes utilisant des réactifs fluorescents permettent d’améliorer le
rendement de I'examen direct (calcofluor, fungiqual A). L’apport de I'examen direct

est capital pour la mise en route d’un traitement antifongique précoce.

En paralléle, chaque prélevement va étre ensemencé sur un milieu de
Sabouraud, additionné d’antibiotiques (classiquement chloramphénicol ou
amikacine) (Quindos, et al., 1992). On I'associe de plus en plus souvent a un milieu
chromogénique qui permet de réveler des mélanges d’espéeces et d’identifier de
maniere présomptive les principales levures rencontrées en pathologie humaine (C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei) (Ozcan, et al., 2010,
Sendid, et al., 2007).

Les milieux de culture sont incubés a 37°C, ou plus rarement a 30°C, afin de
favoriser la croissance des levures. Les colonies de levures apparaissent en 24 a

48h, le nombre de colonies sera évalué de maniére semi-quantitative.

Pour l'identification des espéces isolées, plusieurs méthodes sont disponibles :
les tests morphologiques, les tests rapides, les tests biochimiques ou plus
récemment la spectrométrie de masse de type MALDI (Matrix-Assisted Laser

Desorption/lonisation) -TOF (time-of-flight).

Les tests morphologiques visent a distinguer les principaux genres de levures
(Candida, Saccharomyces, Malassezia, Cryptococcus, Trichosporon) et a identifier
de maniere rapide C. albicans. Le test de chlamydosporulation sur milieu PCB
(Pomme de terre, carotte, bile) ou RAT (riz, agar, tween) permet de différencier les

espeéces Candida des autres levures (Citiulo, et al., 2009) (présence ou non de
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pseudofilaments) et d’identifier C. albicans/C. dubliniensis lorsque des
chlamydospores peuvent étre identifiées apres 24h de culture. Le test de blastese
(formation de tubes germinatifs) consiste a incuber les colonies isolées dans 1 mL de
sérum pendant 3 heures a 37°C (Balish, 1973, Bartels, et al., 1969). Il permet
d’identifier le complexe C. albicans/C. dubliniensis. Bien que peu colteuse et facile a
réaliser, cette technique est de moins en moins utilisée en raison de son manque de
spécificitét et de I'apparition de tests immunologiques ou enzymatiques plus
spécifiques.

Ces derniers sont fondés soit sur l'agglutination de particules de latex
sensibilisées par des anticorps monoclonaux spécifiques permettant l'identification
simple et rapide de C. albicans (Bichrolatex albicans), C. dubliniensis (Bichro-Dubli),
C. krusei (Krusei-color), soit sur les propriétés enzymatiques spécifiques d’espéce
comme la tréhalase spécifique de C. glabrata (glabrata RTT®).

Des tests biochimiques étudiant le profil d’assimilation et de fermentation de
certains sucres permettent d’identifier plus de 80% des souches isolées en
mycologie médicale (Bernal, et al., 1998). Ce pourcentage est encore amélioré en
présence de galeries plus discriminantes telle que les API 32C®. Ces tests exigent
cependant un délai supplémentaire de 24 a 48 h pour identifier les autres especes.

La spectrométrie de masse a radicalement modifié la prise en charge
diagnostique des infections bactériennes et fongiques en réduisant considérablement
le délai de réponse au clinicien (Marklein, et al., 2009, Sendid, et al.). Cette méthode,
est fondée sur la séparation de molécules, qui ont été préalablement ionisées, selon
leur rapport m/z (masse/charge) (Zaluzec, et al., 1995). Elle fait intervenir deux
étapes principales. Une premiére étape d’extraction des peptides fongiques par un
mélange d’eau déminéralisée et d’éthanol absolu 70% suivie d’'un traitement par
'acide formique. La seconde étape, concerne I'analyse en spectrométrie de masse
de type MALDI-TOF de | ‘extrait additionné d’'une matrice acide (a-cyano-4-
hydroxycinnamic acide -HCCA-) source de protons favorisant l'ionisation des
molécules. L’échantillon se disperse a l'intérieur de celle-ci puis le tout est déposé
sur la cible métallique. Les ions acquierent une grande énergie cinétique et sont
séparés en fonction de leur vitesse. Le temps de vol des différents ions est alors
converti en rapport m/z, fonction de chaque peptide. Le détecteur convertit le signal

de chaque impact en grandeur électrique, représenté graphiquement par des pics.
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Cette technique de spectrométrie de masse permet d’établir une empreinte protéique

spécifique d’espéce (Henzel, et al., 2003).

La précision, la fiabilité, la sensibilité, la rapidité et le codlt limité de la
spectrométrie MALDI-TOF en font une alternative fiable aux méthodes
conventionnelles pour [lidentification des levures (Risch, et al, 2010).
L’épidémiologie des candidoses s’est considérablement enrichie grace a une
identification précise des espéces habituellement difficiles a discerner (Dhiman, et
al., 2011). Ses performances sont similaires a celles du séquencage des régions
ITS1 et ITS2 (Internal transcribed spacer). Elle permet en outre une identification
correcte dans pres de 99% des levures isolées en milieu hospitalier (Marklein, et al.,
2009, Seyfarth, et al., 2012).

Quelle que soit la méthode d’identification choisie, un antifongigramme peut
étre réalisé, selon le contexte clinique, la nature du prélevement, les antériorités du

patient ou devant un échec thérapeutique.

Cas particulier de I'index de colonisation corrigé (ICC)

Devant le manque de sensibilit¢ des hémocultures, certains services de
réanimation chirurgicale ont développé une nouvelle stratégie fondée sur la
détermination de la densité fongique colonisant les sites superficiels (bouche,
crachat, trachée, aspiration bronchique, écouvillon nasal, selle ou écouvillon anal,
urine, drains...) en vue d’apprécier le risque d’infection invasive a Candida (Piarroux,
et al., 2004, Pittet, et al., 1994). Cet index, réalisé de maniére bihebdomadaire, est
calculé par le rapport entre le nombre de sites corporels colonisés et le nombre de
sites corporels prélevés.

Bien que certains auteurs aient proposé de traiter (de maniére préemptive) les
patients ayant un index = 0,5, la spécificitté de ce marqueur reste encore assez
discutable. Une proportion non négligeable de patients serait trés probablement
traitée par exces. Il est donc important de trouver des marqueurs plus discriminants
(Gurcuoglu, et al., 2012).

Dans ce contexte, Léon et al. avaient proposé un autre marqueur dénommé «

Candida Score » qui prend en compte non seulement les données de la colonisation
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mais également d’autres signes de gravité du patient (Kratzer, et al., 2011). Ce score
intégre l'existence d'une nutrition parentérale, une chirurgie récente et un sepsis
sévere. Selon les auteurs, un traitement préemptif « précoce » devrait étre envisagé

pour des scores supérieurs a 2,5 (Leon, et al., 2006).

La sérologie fongique

Ces méthodes constituent un complément, et dans certains cas une alternative
intéressante, aux méthodes conventionnelles. Elles sont fondées sur la détection
d’anticorps spécifiques générés au cours d’une infection fongique. En pratique
cliniqgue et probablement par abus de langage, le terme sérologie fongique englobe
egalement les méthodes de détection de molécules fongiques circulantes appelées
egalement antigénes solubles (Polysaccharides de type mannane et beta-glucanes,
les protéines/glycoprotéines).

L’apport diagnostique de la sérologie a été rapporté au début des années 70,
d’abord en utilisant des extraits antigéniques totaux (protéines, mannane).
Parallelement au développement des techniques de plus en plus analytiques, le
recours a des antigenes purifiés était nécessaire pour étudier le role
physiopathologique des anticorps correspondants. Dans ce cadre, une multitude
d’approches (Immunofluorescence, immunoprécipitation, western blot...) et de cibles
ont été explorées tels que les protéinases (SAP1, SAP2) (Millon, et al., 2001), les
protéines du choc thermique (HSP47) (Matthews and Burnie, 1989) ou encore
I'énolase (Mitsutake, et al., 1994).

Plus récemment, avec le développement des analyses transcriptomiques de
nouvelles cibles antigéniques ont été identifiees et impliguées dans des tests
immunoenzymatiques (Clancy, et al., 2008). En effet, de nombreuses équipes de
recherche se sont penchées sur le diagnostic des candidoses et sur le
développement de nouveaux biomarqueurs capables de prédire de maniere
spécifique et sensible la survenue d’'une infection a Candida. Parmi ces molécules, la
protéine Hyphal Wall Protein (Lain, et al., 2007), I'Als3 (Green, et al., 2005), la
superoxide dismutase 5 (Martin, et al.), la methionine synthetase 6 (Pitarch, et al.,
2001), la malate deshydrogenase (Hernando, et al., 2007), la fructose biphosphate
aldolase 1 (Hernando, et al., 2007, Pitarch, et al.,, 2001), la famille des Hsp70
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(Pitarch, et al., 2001), 'Hsp90 (Matthews, 1992), la phosphoglycerate kinase (Clancy,
et al.,, 2008), la diacylglycerol kinase catalytic domain (Hernando, et al., 2007), la
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (Pitarch, et al., 2001), [Ialcohol
dehydrogenase 1 (Pitarch, et al., 2001), la diacylglycerol kinase (Hernando, et al.,
2007), ou encore la 65 kDa mannoprotein (Berzaghi, et al., 2009) ont été identifiées
comme des cibles antigéniques potentielles.

Toutes ces protéines surexprimées durant la phase pathogéne de Candida ont
suscité beaucoup d’espoir dans le domaine du diagnostic mais, malheureusement,
sans développement industriel ultérieur.

Parallelement a la détection des anticorps, les tests de détection de molécules
circulantes ont connu un essor considérable en particulier en raison de la
recrudescence des candidoses invasives chez le sujet immunodéprime.

Le ratio D-arabinitol/L arabinitol (Switchenko, et al., 1994), les antigenes
thermosensibles (Fung, et al., 1986), I'énolase 1 (Walsh, et al., 1991), 'HSP90
(Matthews, et al., 1991) ont tous fait 'objet d’évaluations expérimentale et/ou clinique
pour le diagnostic des candidoses mais ont rapidement été abandonnés.

Seuls quelques tests ont été commercialisés et bénéficié d’évaluations cliniques. I
s’agit principalement des tests Platelia® Candida Ab et Ag et du Fungitell® (Lamoth,
et al., 2012, Mikulska, et al.)

Les tests de détection de la mannanémie (Mn) et des anticorps anti-mannane (AMn)

Cette approche repose sur I'analyse conjointe des cinétiques de I'antigéne
mannane sérique (Platelia® Candida Ag) et de ses anticorps spécifiques (Platelia®
Candida Ab). Le Platelia® Candida Ag consiste en la reconnaissance du mannane
par un anticorps monoclonal nommé EBCAL (Figure 5d) (Herent, et al., 1992, Weiner
and Yount, 1976). Cet anticorps reconnait de maniére spécifique une séquence de
mannopentaose liés en a-1,2. Cet épitope est commun a plusieurs especes de
Candida fréqguemment isolées de prélevements biologiques comme C. glabrata, C.
tropicalis, mais il est faiblement exprimé par C. parapsilosis et C. krusel. (Sendid, et
al., 2002). Les échantillons sériques sont traités pendant 6 minutes a 120°C en
présence d’EDTA (acide éthylene diamine tétraacétique) pour permettre la

dissociation des immuncomplexes et le relargage du mannane. De plus, I'étude de
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I’évolution de la Mn au cours de la candidose permet d’évaluer la persistance de
cellules fongiques et I'efficacité des traitements mis en place ainsi que d’éventuelles

récidives.

Le Platelia® Candida Ab quand & lui, permet la détection semi quantitative des
AMn. En effet, ces anticorps spécifiques sont retrouvés dans le sérum, en grande
proportion lors d’'un processus infectieux causé par des levures du genre Candida, et
se sont réveélés étre un marqueur diagnostique intéressant (Yeo and Wong, 2002).
Deux situations doivent particuliérement faire I'objet d’'une recherche active du foyer
infectieux, une séroconversion ou la persistance d’'un taux trés élevé d’anticorps
pendant plusieurs semaines. Ces anticorps peuvent faire défaut chez le sujet
immunodéprimé en particulier durant la phase d’aplasie. Les travaux du laboratoire
ont permis de montrer que le mannane circule de maniere transitoire, généralement
en absence d’anticorps anti-Candida et vice versa. Sur la base de ces résultats, une
démarche visant a associer ces deux tests a été entreprise pour améliorer la

sensibilité globale du diagnostic.
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Figure 5. Principes des tests Platelia® Ab (Figure 5c), Ag (Figure 5d). Le test
Platelia® Ab utilise le mannane de C. albicans VW32 extrait par autoclavage (Figure
5a et 5b) (Sendid, et al., 2002).
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Des explorations plus approfondies sur ces biomarqueurs ont montré que leur
association pouvait améliorer de maniére significative la sensibilité et la précocité du
diagnostic des candidoses (Sendid, et al., 2002). En effet la détermination combinée
de la Mn et de ses anticorps spécifiques a permis d’obtenir un réel gain en termes de

spécificité (93%), de sensibilité (80%) ainsi que de précocité (Sendid, et al., 2002).

Plus récemment, une méta-analyse a souligné l'intérét de cette association en
particulier pour le diagnostic des candidoses hépatospléniques (Mikulska, et al.,
2010). Bien que I'utilisation de ces tests est grevée par le manque de sensibilité de la
Mn et le manque de spécificité des anticorps en particulier chez le patient présentant
de hauts niveaux de colonisation fongique (Ellis, et al., 2009), ils font tout de méme

I'objet de recommandations par 'ECIL 3 dans le cadre des candidoses.

Les B-1,3-D-Glucanes

Les B-1,3-D-Glucanes sont des composants de la paroi d’'un grand nombre
d’especes fongiques et peuvent étre détectés par leurs habilités a activer le facteur G
de la cascade de coagulation de la limule (Hossain, et al., 1997, Nakao, et al., 1994).
lls se lient spécifiqguement a la sous-unité A du facteur G, activant la sous unité B de
la sérine protéase du zymogéene (Takaki, et al., 2002). Cette réaction peut étre suivie
par spectrophotométrie permettant ainsi une quantification des B-glucanes fongiques
(Obayashi, et al., 1995). Sur les fondements de cette capacité de coagulation, des
systemes de dosage ont été développés : le test Fungitec-G glucane (Seikagaku), le
Wako-WB003® et le Fungitell® (Cape Cod).

Les tests de détection des BG font I'objet d’'une recherche clinique active, notamment
pour évaluer leurs valeurs diagnostique et pronostique (Ostrosky-Zeichner, et al.,
2005, Senn, et al., 2008). Dans le modele Candida, les études les plus récentes
montrent un réel potentiel des BG comme test de screening permettant d’identifier
les patients justifiant d’un traitement antifongique prophylactique (Eggimann and
Marchetti, 2011). L’intérét de ce marqueur pour le suivi thérapeutique demeure

encore controversé (Jaijakul, et al., 2012, Lefort, et al., 2012).
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Des approches moléculaires ont également fait I'objet de multiples projets dans le
domaine fongique dans le sang périphérique.

Ces méthodes, fondées sur le principe de la PCR (polymerase chain reaction), visent
a détecter des séquences spécifiques de champignons (test panfongique), des
séquences spécifiques de genre (Candida, Aspergillus...) ou des séquences
spécifiques d’espéce (C. albicans) (Avni, et al., 2011).

Ces tests ont pour but d’amplifier des séquences hautement conservées comme
celles de I'acide ribonucléique (ARN) 18S. La détection des amplicons, quant a elle,
a fait I'objet de plusieurs développements en particulier des procédures de PCR
utilisées :

- La PCR conventionnelle avec une séparation des amplicons par
électrophorése sur gel d’agarose et une détection par fluorescence (Bromure
d’éthidium...).

- La PCR en temps réel qui offre de meilleures performances que la PCR
conventionnelle car plus rapide, plus sensible, plus spécifique et limitant la survenue
des faux positifs. La détection des amplicons se fait par des sondes fluorescentes
spécifiques aux difféerentes plates-formes utilisées (LightCycler, Abiprism...).

- La PCR nichée, aux performances comparables a la PCR conventionnelle
(Khlif, et al., 2009). Son principe est d’utiliser dans un premier temps un couple
d’amorces dites « externes » puis sur cet amplicon on utilise un couple d’amorces «
internes » aux premiéres, souvent de petite taille. Ceci permet d’éviter une
hybridation sur un site autre que la cible, et augmente donc la spécificité de
'analyse, d’autant plus que le nombre de cycles est plus élevé.

Quel que soit le protocole de PCR utilisé, la sensibilité de détection est
généralement faible. Son rendement est comparable a celui de I’'hémoculture (Avni,
et al., 2011).

Malgré l'importante diversité des stratégies mises en ceuvre, I'obtention d'un
diagnostic de candidose invasive reste complexe. La nécessité de développer de
nouveaux biomarqueurs demeure une priorité pour améliorer la prise en charge
globale des patients. La pratique de ces tests biologiques alternatifs a la culture n’est
pas considérée comme satisfaisante par la plupart des cliniciens et aucun marqueur
n'a véritablement recueilli de consensus quant a son efficacité dans l'aide a la

décision médicale.

46



3 — L'immunité anti-Candida



Le systéme immunitaire

Le systeme immunitaire est en contact avec la flore commensale dés les
premiers jours de la vie. Une balance fine est établie entre les signaux pro et anti-
inflammatoires permettant le maintien de C. albicans a la surface des muqueuses. Le
systeme immunitaire comprend deux composants majeurs qui sont la résistance,
capacité a réguler la prolifération fongique d’'une part, et la tolérance permettant de
limiter les dommages induits par un déséquilibre hote/pathogéne d’autre part. Ces
deux stratégies ont été conservées au cours de I'évolution chez les plantes et les
vertébrés, et comprendre les relations entre ces deux mécanismes pourrait amener a
définir comment les champignons se sont adaptés au systeme immunitaire des

mammiferes.

L’immunité innée

L’immunité innée est le mécanisme de défense le plus ancestral. Il a pour réle
de limiter les infections dans les phases précoces (Hoffmann, et al., 1999).
Les composants majeurs de cette réponse sont les barrieres épithéliales (incluant la
peau, les épithéliums muqueux des voies respiratoires, gastro-intestinales et de
'appareil reproducteur), les molécules solubles (peptides anti-microbiens, Ile
complément, les cytokines et les anticorps naturels) et les phagocytes (macrophages
et neutrophiles). Ces dernieres cellules font intervenir pour la perception du
champignon des récepteurs de type PRRs qui sont composés des TLRs, des « Nod-
like receptors » (NLRs), des scavenger receptors et des récepteurs lectiniques de
type C. Ce répertoire de « sensors » agit de concert pour former un réseau
moléculaire de défense de I'héte. La figure 6 résume I'état des connaissances

acquises dans ce domaine.
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Figure 6 : Médiateurs principaux intervenant dans I'immunité anti-Candida ainsi que

les voies de signalisation initiees (Gow, et al. 2011).

Les barrieres externes

L’épithélium malpighien pluristratifié et kératinisé de la peau saine représente
une barriere biologique infranchissable pour la grande majorité des germes
microbiens (Pamer, 2007).

Cette barriere physique est renforcée par la desquamation permanente des couches
superficielles, les sécrétions sébacées et la présence de cellules intra-épithéliales

assurant une destruction précoce des pathogenes (Moens and Veldhoen, 2012).

Au cours du temps, ces surfaces primaires sont colonisées par un grand nombre de
microorganismes, principalement bactériens, qui jouent un réle protecteur vis-a-vis
des pathogenes par compétition (Boirivant, et al.,, 2008). La production de
substances antimicrobiennes de surface confére aux épithéliums un effet encore plus
efficace (Chromek, et al., 2006).
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D’autres mécanismes d’élimination des microorganismes sont mis en jeux tels que
les mouvements muco-cilliaires au niveau des muqueuses respiratoires et
intestinales, la salive ou encore le pH faible dans certains milieux. Au niveau des
épithéliums intestinaux, les cellules de Paneth sécrétent du lysozyme intestinal ainsi
que des a-défensines alors que la peau et le tractus respiratoire produisent les [3-
défensines. Chez ’homme, ces petits peptides, possédant un large spectre d’activité
anti-microbienne, ont un réle prépondérant dans les pathologies infectieuses et
modulent la réponse inflammatoire (Schneider, et al., 2005). Il a été montré que la
présence de ces peptides anti-microbiens ainsi que la prescription d’antibiotiques a
large spectre (Koh, et al., 2008, Tortorano, et al., 2004) induisent une pression de

sélection au niveau des muqueuses et favorise la colonisation par C. albicans.

Néanmoins, dans certaines situations cliniques, la prolifération fongique permet
d’atteindre un inoculum important favorisant la sécrétion d’enzymes lytiques, la
transition levures/filaments et linvasion tissulaire. Dans ce cas, le systéme
immunitaire inné va mettre en place une réponse spécifique par l'intermédiaire de
cellules effectrices capables de reconnaitre les éléments fongiques et de les détruire

par phagocytose.

Les cellules phagocytaires

Les cellules phagocytaires sont constituées de plusieurs cellules avec des
spécificités tissulaires plus ou moins restreintes. Elles font intervenir principalement

les neutrophiles, les monocytes, les cellules dendritiques (CD) et les macrophages.

Les neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) représentent a eux seuls environ 65%
de I'ensemble des leucocytes du sang périphérique, et 99% des granulocytes. Apres
les barrieres épithéliales et les lectines circulantes, ils constituent la premiére ligne
de défense contre les infections a Candida comme le prouvent I'ensemble des
études expérimentales (Koh, et al., 2008) et clinigues montrant une prédisposition

aux candidoses chez les patients neutropéniques ou chez les patients ayant une

50



Le systéme immunitaire

granulomateuse septique chronique — déficit en G6PDHase - (Aratani, et al., 1999,
Aratani, et al., 2002). L’activité fongicide des PNN est assurée principalement par la
phagocytose, impliquant une déformation de leurs membranes plasmiques afin
d’englober le pathogéne dans une vacuole phagocytaire appelé phagosome. Par la
suite, les granules intracellulaires fusionnent avec le phagosome pour constituer un
phagolysosome. A l'intérieur de celui-ci, 'agent pathogene est lysé par une cascade
de mécanismes oxydatifs et non-oxydatifs (Faurschou and Borregaard, 2003,
Mansour and Levitz, 2002) tels que l'activité des myeloperoxydases (Aratani, et al.,
2002, Du and Calderone, 2009).

Récemment, un nouveau mécanisme impliquant les neutrophiles sans phagocytose
des pathogénes a été décrit. Il s’agit des « NETs » ou neutrophil extracellular traps.
En effet, les neutrophiles activés par différents stimuli (cytokines, polysaccharides...)
formeraient un réseau extracellulaire composé d’acide désoxyribonucléique (ADN),
d’histones et de protéines issues des granulations primaires et secondaires. Ces
« toiles » se lient aux bactéries, les piegent et exercent sur elles une activité
bactéricide extracellulaire a distance sans méme les phagocyter (Urban and
Zychlinsky, 2007). De méme la formation des NETs a été décrite, en présence de C.
albicans que ce soit sous sa forme blastoconidie ou mycélienne (Urban, et al., 2006).
La dégradation des levures fait intervenir, entre autres, un panel de
protéines/peptides antimicrobiens comme la calprotectine (Urban, et al., 2009).

Trés récemment, avec un mécanisme proche des NETs, la formation d’un
« nanonets » intervenant dans la régulation du microbiote intestinal a été décrit par
Chu et al (Chu, et al., 2012). Ce processus serait dépendant d’a-défensines (HD5 et
HDG6) qui auraient des réles différents lors de I'immunité anti-microbienne (Ouellette
and Selsted, 2012). Néanmoins, 'ensemble des voies de signalisation impliquant ces
« nanonets » ainsi qu’une éventuelle interaction avec les levures commensales reste

encore a éclaircir et nécessite de plus vaste exploration.

Les cellules dendritiques

Les CD sont issues du systeme réticulohistiocytaire caractérisées par des

dendrites. Elles jouent également un réle dans la réponse immunitaire innée et dans
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initiation de la réponse immunitaire acquise comme cellules présentatrices
d’antigénes (CPA). Elles sont présentes dans les tissus périphériqgues sous un état
immature (ex. cellules de Langerhans), et se différencient, en réponse a un
pathogéne, en cellules matures capables de migrer vers les organes lymphoides
pour déclencher l'activation des lymphocytes T et leur différenciation en cellules
effectrices.

De nombreuses études ont montré que les CD immatures sont capables de
phagocyter C. albicans a la fois sous forme de blastospore et d’hyphes via le
mannose-fucose-récepteur et stimulent ensuite la prolifération des lymphocytes T
(Romani, 2004). L'internalisation de la forme levure induit une réponse de type Th1
via la production d’IL-4 (d'Ostiani, et al., 2000).

Certains auteurs attribuent un role central aux cellules en particulier pour leur
capacité a orienter la réponse immunitaire. Cette orientation se fait soit en faveur
d’'un profil tolérogene (en présence des hyphes) apres activation des cellules
Th1/Treg, ou en faveur d’un profil inflammatoire (en présence de levure) aprés
activation des cellules Th17/Th2 (Bonifazi, et al., 2009).

Les macrophages

Les macrophages proviennent de la différenciation de leucocytes sanguins, les
monocytes. Ces cellules participent a I'immunité innée en tant que défense non-
spécifique mais également a I'immunité adaptative. Leur réle est de phagocyter les
débris cellulaires, les cellules nécrotiques ou tumorales ainsi que de détruire les
pathogenes via le relargage de substances microbicides (protéases, espéce réactive
de l'oxygéne et des enzymes lysosomiales). lls modulent également la réponse
immunitaire par présentation antigénique et sécrétion de médiateurs (cytokines,
chimiokines, prostaglandines). lls sont munis d'une multitude de récepteurs
membranaires leur permettant de reconnaitre les surfaces microbiennes (Lewis, et
al., 2012, Mora-Montes, et al., 2012). Les macrophages jouent un réle central dans la
lutte contre les infections a C. albicans (Lewis, et al.) par libération de TNFa qui va
exercer son role fongicide a la fois de facon directe ou de maniére indirecte
(Ferrante, 1989). Une étude a démontré que la phagocytose de C. albicans par les

macrophages et la sécrétion de TNFa se produisent simultanément. Ces processus
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de sécrétion de cytokines et de phagocytose sont étroitement liés. Le TNFa est
transporté de I'appareil de golgi a I'endosome, qui fusionne au site de la phagocytose
avec la membrane plasmique du macrophage. Cette fusion simultanée provoque la
libération de TNFa au site de la phagocytose et induit 'expansion de la membrane
plasmique phagocytaire (Fernandez-Arenas, et al., 2009).

Cependant des mécanismes d’échappement tels que la synthese de farnésol

ont été rapportés (Abe, et al., 2009).

La phagocytose

La phagocytose constitue donc un mécanisme précoce de la clearance
microbienne. Ce mécanisme est particulierement efficace sur C. albicans, que les
cellules soient opsonisées ou non.

En effet, la fixation d’anticorps spécifiques anti-Candida a la surface de la paroi
favorise la reconnaissance et l'internalisation des levures par les macrophages et les
monocytes (Marodi, et al., 1991, Marodi, et al., 1991). En plus de I'activation et de
'état de différentiation du phagocyte, d’autres facteurs tels que lisotype ou la
spécificité de l'anticorps peuvent influencer l'efficacité de la reconnaissance de
'agent pathogéne opsonisé.

La phagocytose fait intervenir également le complément, une molécule opsonisante
majeure lors de I'élimination de C. albicans. En effet, des expériences sur des
sérums décomplémentés a la chaleur ont montré une diminution de l'efficacité de la

phagocytose par rapport aux sérums frais humains (Walport, 2001, Walport, 2001).

Le processus de phagocytose est initieé par des récepteurs membranaires des
macrophages capables de reconnaitre des motifs conservés spécifiques des
pathogenes : les PAMPs. Ces structures sont présentes sur I'enveloppe des
procaryotes et des champignons, et absentes des cellules de I'héte. Ainsi, les
PAMPs sont des entités biochimiques conservées a I'intérieur d’'une méme classe de
pathogénes (bactéries, virus, champignons...), indispensables a la survie de ces
microorganismes (composants structuraux ou enzymatiques). Cette caractéristique
fait des PAMPs une signature de [linfection. Parmi les PAMPs, les

Lipopolysaccharides (LPS) (bactérie Gram-), le peptidoglycane (bactérie Gram+), le
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polysaccharide glucanes/mannane (champignons) mais aussi '’ARN double brin
(virus) et ’ADN bactérien sont les exemples les plus étudiés a ce jour. L’ensemble de
ces PAMPs sont reconnus par les PRRs exprimés a la surface des cellules
phagocytaires et impliqués dans la transduction des signaux menant a la synthese
de cytokines pro ou anti-inflammatoires (Jouault, et al., 2009).

Les récepteurs lectiniques

Les récepteurs lectiniques forment la famille protéique la plus importante des
PRRs, qu’ils soient sécrétés ou membranaires. La perception des pathogenes par
ces récepteurs donne lieu a des réponses rapides car elle n'implique pas de délai
impose, par exemple, par une expansion clonale des lymphocytes comme lors d’'une
réponse adaptative. Au début de linfection, cette reconnaissance directe est
primordiale au niveau des tissus qui sont pauvres en opsonines (poumons, rein,
systeme nerveux central), quand la concentration en immunoglobulines est encore

trés faible.

Les TLRs

Chez 'homme, les TLRs sont au nombre de 11. lls reconnaissent certains
PAMPs et jouent un réle essentiel dans I'immunité innée (Gil and Gozalbo, 2009).
Les TLRs ont été les premiers PRRs identifiés pour leur habilité a réguler les
infections fongiques chez la drosophile (Lemaitre, et al.,, 1996). Cing TLRs (TLR2
capable de créer des hétérodiméres avec le TLR1 ou le TLR6, le TLR4 et le TLR9)
ont été séquentiellement identifiéss comme senseurs des pathogenes fongiques
communs. La reconnaissance de ces especes déclenche l'induction d’'un grand
nombre de cytokines et de chémokines importantes lors des processus de clearance
fongique (Bellocchio, et al., 2004, Calich, et al., 2008). Les macrophages déficients
en TLR-2 ou TLR-4 ont permis de montrer que seul TLR-2 était réellement impliqué
dans la défense anti-Candida (Blasi, et al., 2005). De plus, I'hypersensibilité aux
infections a C. albicans chez les souris Knockout (KO) pour TLR-2 ont confirmée ces
observations (Villamon, et al., 2004). Cependant, des résultats contradictoires ont été

publiés par Netea et al (Netea, et al., 2004). Cette controverse est probablement liée
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aux différences de fond génétique des souris utilisées, ou pourraient étre liées aux
souches de C. albicans inoculées. Les souris, quant a elles, TLR-4 KO ne présentent
pas de différence en termes de survie, de recrutement de polynucléaires neutrophiles
apres infection intrapéritonéale par C. albicans, ni de production de TNF-a. Ces
résultats suggérent un réle mineur de TLR-4 dans la réponse murine anti-C. albicans
(Murciano, et al., 2006).

Chez ’'homme, de nombreuses études génétiques ont montrée une corrélation entre
le polymorphisme des TLRs et la susceptibilité aux infections fongiques. Ainsi, le
polymorphisme du géne TLR4 (Asp229Gly) serait associé au développement de
candidoses invasives et d’aspergilloses pulmonaires chroniques (Carvalho, et al.,
Van der Graaf, et al., 2006). En absence de mutation, les TLRs jouent également un
réle modulateur, a l'image du TLR9 dans le cas d'une infection a Candida
(Kasperkovitz, et al., 2011). Les polymorphismes du TLR1 (Arg80Thr et Asn248Ser)
ainsi que du TLR6 (Ser249Pro) ont été rapportés dans 'aspergillose invasive chez le
patient transplanté (Carvalho, et al.), son implication dans les candidémies a été

eégalement suggérée par Plantiga et al (Plantinga, et al., 2012).

L’ensemble de ces études d’associations montre un réle primordial des TLRs
dans la reconnaissance et l'initiation des mécanismes de défense anti-fongique,
néanmoins des interactions avec des co-récepteurs comme la dectine 1 (Brown, et
al., 2003), CD14 (Tada, et al., 2002) ou encore la galectine 3 (Jouault, et al., 2006)

seraient nécessaires pour aboutir a une réponse anti-Candida optimale.

La dectine 1

Le récepteur des B-glucanes, la dectine 1, possede un domaine lectinique de
type C unique (CTLD) qui reconnait un grand nombre d’espéce fongiques (Giles, et
al., 2009, Reid, et al., 2009). En réponse au champignon, la dectine 1 induit une
signalisation intracellulaire complexe aboutissant a I'activation des Syk kinases, de
PLCy2 et Card9 (Reid, et al., 2009, Xu, et al., 2009). Parallelement, la dectine 1
pourrait servir de médiateur pour I'activation de la calcineurine, une phosphatase qui
posséde une activité critique pour le contrdle des infections fongiques (Greenblatt, et

al.). L'induction de ces voies de signalisation résulte de la production de cytokines et
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de chémokines comme le GM-CSF, le TNT, CXCL2, I'lL-2, I'lL-10, I'IL-6, I'IL-23 et
'IL-1B, mais également l'acide arachidonique relargué par la production de
prostaglandine. Dans tous les phagocytes, la dectine 1 peut collaborer avec les TLRs
pour moduler la production des cytokines de maniére cellule dépendante (Reid, et
al., 2009). En effet, le déclenchement de la synthése de cytokines est possible chez
les CDs mais pas chez les macrophages bien que ces récepteurs permettent la
liaison avec les champignons dans ces deux types cellulaires (Goodridge, et al.,
2009).

Différentes études ont montré le rdle clé de la dectine 1 dans I'immunité antifongique
chez des souris immuno-déficientes dans le cas d’infections a C. albicans, A.
fumigatus ou Pneumocystis carinii (Saijo, et al., 2007, Werner, et al., 2009). De plus,
une mutation homozygote du géne dectine 1 chez 'lhomme (Y238X) a été décrit
(Plantinga, et al., 2009) comme responsable d’'une mauvaise conformation de ce
récepteur ainsi qu’une perte d’expression de celui-ci a la surface des cellules rendant
les patients particulierement sensibles aux infections muco-cutanées a C. albicans et
Trichophyton rubrum (Ferwerda, et al., 2009) ainsi qu’aux aspergilloses (Chai, et al.,
2011). Les individus avec des mutations de Card9 montrent le méme profil de
susceptibilité (Glocker, et al., 2009).

Des études récentes ont également montré le role prépondérant de la dectine 1 dans
induction de la voie Th17, importante dans la lutte anti-Candida (Cheng, et al.,
2011).

Le Mannose Recepteur

Le mannose récepteur (MR ou encore CD206) est un des premiers PRRs
fongiqgues a avoir été identifié comme étant capable de reconnaitre des motifs
glycosidiques de la paroi fongique comme le mannane (Gazi, et al., 2011). Le MR
possede 8 CTLDs capables de reconnaitre C. albicans, C. neoformans, et P. jirovecii
en dépit du manque de motifs de signalisation classigue dans sa partie
cytoplasmique. Le MR est impliqué dans l'induction de la production de cytokines
comme I'lL-6, le TNFa, CCL2, GM-CSF, I'lL-1B, I'lL-12 et 'IL10 (Willment and Brown,

2008). Une relation fine entre le TNFa et une surexpression de MR en modeéle souris
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a méme été montrée induisant une clearance accrue de Candida (Geraldino, et al.,
2010).

Bien gqu'’il existe une forme du MR soluble générée par clivage protéolytique dans le
sérum, la majorité est localisée au niveau intracellulaire dans la voie endocytique
(Heinsbroek, et al.,, 2008). Dans les modeles C. albicans, et P. jirovecii, une
déficience dans le MR chez la souris a un impact moins significatif en termes de
gravité de l'infection que les autres PRRs précédemment évoqués (Lee, et al., 2003,
Swain, et al., 2003).

DC-SIGN

Le DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing
Non-integrin) humain (CD209), posséde un CTLD extracellulaire unique, une région
charniere capable de multimériser le récepteur et un domaine cytoplasmique
contenant les motifs d’internalisation. Ce récepteur est capable de reconnaitre un
grand nombre d’espéces fongiques (Mansour, et al., 2006). Il existe de nombreux
homologues murins de ce récepteur, mais seulement SIGNR1 et SIGNR3 peuvent
reconnaitre les champignons (Takahara, et al., 2004). De plus, le role majeur de DC-
SIGN lors d’aspergillose pulmonaire invasive a été clairement établi par une large
étude prospective portant sur le polymorphisme DC-SIGN chez les patients
d’hématologie (Sainz, et al., 2012).

DC-SIGN peut induire une signalisation intracellulaire par la voie des kinases Raf-1
mais le récepteur n'apparait pas comme capable d’induire la production de cytokine
directement chez les phagocytes. Néanmoins, DC-SIGN semble apte a moduler la

production de cytokine par l'intermédiaire des TLRs (Gringhuis, et al., 2007).

Les scavengers recepteurs

Les scavenger récepteurs CD36 et SCARF1 ont été identifies comme PRRs
vis-a-vis de C. albicans et Cryptococcus neoformans mais également P. carinii
(Hollifield, et al., 2007). lls sont capables d’induire la production de cytokine bien que
la voie de signalisation intracellulaire améne a des réponses encore inconnues

(Means, et al., 2009). CD36, en particulier, est nécessaire pour la production de I'lL-
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1B, le TNF, I'lL-12p40, CXCL2, CCL3, CCL4 et CCL5 en réponse a ces pathogenes,
et une perte de CD36 conduit & une augmentation de la susceptibilité aux infections
systémiques a C. neoformans (Means, et al., 2009).

Les protéines Nod

Les protéines Nod (Nucleotide Oligomerization Domain) sont des protéines
intracellulaires, appartenant aussi a la famille des PRRs. Ces protéines jouent un role
de sentinelle dans le milieu intracellulaire en détectant des composants microbiens
tels que le peptidoglycane des bactéries. Des données récentes ont montré que
Nod2 module la voie TLR2 (Watanabe, et al., 2004). Nod2 aurait un effet synergique
avec TLR2 ou TLR4 (Netea, et al., 2005). Ces interactions entre Nod2 et les TLRs,
spécifiqguement impliqguées dans la reconnaissance de C. albicans, laissent envisager
un role de Nod2 dans la reconnaissance et la défense de I'hote envers les agents
fongiques. Les travaux menés jusqu’a présent n’ont cependant pas pu confirmer
cette hypothese (van der Graaf, et al., 2006). De maniere surprenante, il a été
montré que le muramyldipeptide, sous-unité du peptidoglycane bactérien, était
susceptible d’activer une adenylate cyclase de C. albicans (Cyrlp) par liaison directe
sur son domaine répété riche en leucine. La protéine Cyrl est un composé clé dans
la voie de signalisation cAMP/PKA, qui contréle, entre autres, la formation des
hyphes chez C. albicans (Xu, et al., 2008).

La galectine 3

Les galectines sont des protéines susceptibles de reconnaitre les glycanes
conservés durant I'évolution avec un réle pleiotropique dans I'immunité innée et
adaptative (Rabinovich and Toscano, 2009, Vasta, 2009). A ce jour, 15 galectines
ont été identifiées chez les mammiferes. Elles partagent une conformation structurale
ainsi qu’un domaine conservé d'environ 130 acides aminés (CRD) reconnaissant les
glucides (Rabinovich and Toscano, 2009, Vasta, 2009). Les galectines sont classées
en fonction de leurs similitudes structurales comme une conformation
monomeérique/dimérique et la présence d’une région CRD (galectine 1, 2, 5, 7, 10,
11, 13, 14 et 15) ou comme galectines répétées en tandem (galectine 4, 6, 8, 9 et

12) avec deux CRD différents séparés par une séquence de liaison.
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La galectine 3, est une chimere qui contient un CRD connecté a une région non
lectinigue amino-terminale (Rabinovich and Toscano, 2009, Vasta, 2009). Ces
lectines endogenes ont une distribution tissulaire large et intracellulaire a la fois dans
le noyau et dans le cytoplasme de différents types de cellules. Toutefois, les
galectines sont également sécrétées par une voie non classique et peuvent étre
associées a la surface des cellules ou dans le milieu extracellulaire, ou elles jouent
un rble essentiel dans la signalisation et la survie cellulaire, la différenciation, le
remodelage de la matrice extracellulaire et I'noméostasie des cellules immunitaires
(Rabinovich and Toscano, 2009, Vasta, 2009).

La galectine 3, en particulier, est impliquée dans l'adhésion et la chimiotaxie des
monocytes et des neutrophiles (Nieminen, et al., 2008) ainsi que dans la modulation
de la production de cytokines (Ruas, et al., 2009), la régulation de la viabilité des
cellules T (Stowell, et al., 2008) et la différentiation des cellules B (Oliveira, et al.,
2009). En outre, la galectine-3 serait impliquée dans la reconnaissance des agents
pathogenes par le biais de liaison spécifique aux structures glycaniques de surface
(Vasta, 2009).

Elle reconnait par exemple, le lipophosphoglycane a la surface des Leishmania
(Pelletier and Sato, 2002), le LacdiNAc (GalNAcbl, 4Glc-NAc) sur Schistosoma
mansoni (van den Berg, et al., 2004) et les 1,2 mannosides chez certaines espéces
de Candida (Fradin, et al., 2000). Cette interaction conduirait a l'activation de
Iimmunité innée ainsi qu’a la destruction microbienne (Vasta, 2009). Certaines
hypothéses laissent méme suggérer une coopération avec d’autres récepteurs
lectinigues comme la dectin 1 pour médier une réponse cytokinigues adaptée
(Esteban, et al.,, 2011). Son rble dans la régulation des mécanismes de défense

demeure partiellement inconnu (Toscano, et al.).

Les PRRs agissent donc de concert comme immuno-modulateurs de la
synthese de cytokines et de chémokines indispensables a la protection anti-fongique.
En effet, celle-ci requiert le recrutement et I'activation des phagocytes qui est initiée
par I'induction et l'interaction avec les cytokines et les chémokines requises pour le

développement de I'immunité adaptative de type Th1 et Th2 ou Th17.
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Les lectines solubles

La pentraxine 3, les surfactants A et D, les ficolines ainsi que la MBL sont les
représentants majeurs de cette famille. Elles sont capables de reconnaitre et
d’interagir avec un large spectre de pathogénes (bactéries, champignons, parasites,
virus) et d’initier 'immunité adaptative par recrutement des cellules phagocytaires via

un processus d’opsonisation.

Les surfactants A et D

La famille des protéines surfactants (SP) est composée de quatre membres,
SP-A, SP-B, SP-C et SP-D. Il a été montré que ces protéines joueraient un réle
prépondérant dans la régulation du meétabolisme lipidique, membranaire, la
diminution de la réponse aux allergenes, la présentation des antigénes par les
cellules dendritiques, la modulation de la synthése des especes réactives de
'oxygéne et du nitrogéne ainsi que dans la défense pulmonaire aux pathogeénes
(Kuroki, et al., 2007, Kuroki and Voelker, 1994). SP-B et SP-C sont extrémement
hydrophobes et jouent un rdle critique dans les propriétés biophysiques du surfactant
(Whitsett and Weaver, 2002) mais n’interviendraient pas dans la défense anti-
infectieuse.

SP-A et SP-D, quant a eux, sont solubles dans I'eau et font partie de la
superfamille des lectines de type C et plus précisément du sous groupe des
collectines. Ce sont donc des protéines lectiniques collagéneuses d’origine
hépatiques, liant les carbohydrates, et sécrétées dans la circulation sanguine.
Comme chaque membre de la famille des C-lectines, SP-A et SP-D possedent un
domaine liant les carbohydrates terminaux (CRD) connecté a un bras collagéneux
par une extrémité N-terminale (Gupta and Surolia, 2007). De plus, ils augmentent
I'opsonisation, 'emballement respiratoire, le recrutement des leucocytes et affectent
la production des cytokines ainsi que la prolifération des lymphocytes (Brummer and
Stevens, 2010). De structure similaire, les SP-A et SP-D sont composés de quatre
domaines : (i) un domaine N-terminal qui contient une cystéine impliguée dans la
formation des ponts disulfures, (i) un domaine collagéneux consistant en une

répétition de Gly-X-Y, (iii) une « neck region » avec une partie courte hydrophobe
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d’aminoacides et une hélice amphipatique et (iv) un domaine lectinique de type C.
Chaque monomeére protéique est assemblé en une triple hélice par le domaine
collagéneux. Six triméres de SP-A sont oligomérisés pour former une structure en
bouquet alors que quatre trimeres de SP-D sont suffisants pour former une structure

cruciforme (Kuroki, et al., 2007).

SP-A interagit de maniére spécifique avec le N-acetyl mannosamine, le L-
fucose, le maltose ainsi que les lipides alors que SP-D lie préférentiellement le
maltose puis le mannose et le glucose. La capacité de ces protéines a reconnaitre
les sucres pariétaux ou membranaires en font des acteurs importants dans la
reconnaissance précoce et l'initiation de la clearance des bactéries (Gold, et al.,
2004, Schaeffer, et al., 2004), des champignons (Atochina, et al., 2004, Madan, et
al., 1997, van Rozendaal, et al., 2000) et des virus (Hartshorn, et al., 1996).

Dans le modele Candida, les mécanismes exacts impliquant SP-A lors de la
clearance fongique sont inconnus. SP-D quant a lui serait capable d’induire
I’agrégation des levures causant l'inhibition de la croissance des formes levures et

hyphes (van Rozendaal, et al., 2000).

La pentraxine 3

La pentraxine 3 (PTX3) est un PRR soluble impliqué dans la médiation de la
reconnaissance du systeme immunitaire inné (Garlanda, et al., 2005). PTX3 est une
glycoprotéine de 45kDa de structure octamérique avec un protomere lié par des
ponts disulfures (Inforzato, et al., 2008). Elle présente des similarités structurales
avec les pentraxines courtes classiques comme la protéine C-réactive (CRP) et le
composant P de la protéine amyloide sérique tandis que la séquence N-terminale
difféere des autres protéines (Bottazzi, et al., 1997). La PTX3 est secretée par les
cellules myéloides. Elle est également retrouvée in vitro lors des processus
inflammatoires. (Mantovani, et al., 2008). Durant linflammation la PTX3 est
rapidement surexprimée et relarguée dans les tissus environnants ainsi que dans la
circulation sanguine. Cette protéine interagit avec le C1q et participe a l'activation de

la voie classique du complément (Bottazzi, et al., 1997, Nauta, et al., 2003). En outre,
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il a également été montré que la PTX3 lie le facteur H régulateur du complément et
que cette interaction régule la voie alternative du complément (Deban, et al., 2008).
Cette lectine est capable d'interagir avec un grand nombre de pathogenes (bactéries
(Mantovani, et al., 2008), champignons (Garlanda, et al., 2005, Gaziano, et al.,
2004), virus (He, et al., 2007)).

La PTX3 aurait également un réle dans la lutte anti-pathogénes en agissant en
synergie avec la famille des ficolines pour activer la cascade du complément (Ma, et
al., 2009).

Les ficolines

Les ficolines sont des protéines multimériques collagéneuses constituées d'un
domaine N-terminal, un domaine collagéneux et un domaine C-terminal like impliqué
dans la défense immunitaire innée (Endo, et al., 2007, Runza, et al., 2008). Chez
’lhomme, trois types de ficolines ont été identifiées : la Ficoline-1 (M-ficolin), la
Ficoline-2 (L-ficolin) et la Ficoline-3 (H-ficolin ou I'antigéne Hakata) (Hummelshoj, et
al., 2008). Les ficolines 2 et 3 sont sécrétées dans la circulation sanguine. Pour la
ficoline 2, sa synthése est essentiellement hépatique alors que la ficoline 3 est
produite majoritairement dans les poumons et minoritairement dans le foie
(Hummelshoj, et al., 2008). La ficoline 1 est quant a elle principalement exprimée par
les cellules dérivées de la moelle osseuse, les cellules de I'épithélium pulmonaire
(Hummelshoj, et al., 2008, Teh, et al., 2000). Elle serait également présente dans la

circulation sanguine (Honore, et al., 2008).

La ficoline 1 (Frederiksen, et al., 2005), la ficoline 2 (Ma, et al., 2004) et la
ficoline 3 (Krarup, et al., 2005) sont impliquées dans la reconnaissance d’'un large

panel de PAMPs présents a la surface de la plupart des pathogenes.

La MBL

La Mannose-binding lectin (MBL) fait partie de la famille des collectines
caractérisées par la présence d’'un domaine collagéneux et d'un domaine lectinique
(Holmskov, et al., 2003).
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Chez ’lhomme le géne codant la MBL est nommé MBL-2 ou COLEC2 pour « collectin
subfamily member 2 ». Un pseudogéne (MBL1P1) est également présent chez
’lhomme (Guo, et al., 1998). Ces deux génes proviennent d’'une duplication
ancestrale (Sastry, et al., 1995). Chez la souris, deux formes différentes de MBL
sont encodées par deux genes fonctionnels appelées mbl-a et mbl-c présents
respectivement sur les chromosomes 14 et 19 (White, et al., 1994).

Chez 'nomme les deux génes analogues sont présents sur le chromosome 10
(10g11.2-g21) (Guo, et al., 1998, Sastry, et al., 1989).

Synthese, régulation et polymorphisme

La protéine MBL est synthétisée par les hépatocytes avant d’étre libérée dans
la circulation sanguine. En plus de sa forme circulante, un pool intracellulaire a été
découvert dans des vésicules au sein du réticulum endoplasmique et du complexe
protéique Il (COPII) et pourrait jouer un réle dans le contréle de la qualité protéique
(Nonaka, et al., 2007). Néanmoins quelques études montrent une synthése extra-
hépatique de la MBL au niveau de l'intestin (Muller, et al., 2010) et de I'endothélium
vaginal (Bulla, et al., 2010). Ces données fondées sur I’expression des ARNm restent
néanmoins a confirmer en évaluant le taux de protéine présent in situ.
Indépendamment de son lieu de production, I'expression de la MBL fonctionnelle est
déterminée d’'un point de vue génétique. Trois polymorphismes communs ont été
trouvés sur les codons 52, 54 et 57 (Lipscombe, et al., 1992, Madsen, et al., 1994,
Sumiya, et al., 1991) et correspondent a des substitutions d’'un nucléotide :
arginine/cystéine, glycine/acide  aspartique et glycine/acide glutamique,
respectivement. Ces mutations influent sur le domaine collagéneux et altéerent la
capacité de la MBL a s’oligomériser. Ces mutations sont appelées alléles D, B et C
respectivement. Deux polymorphismes (H/L et Y/X) ont également été largement
étudiés sur la région promotrice et déterminés comme ayant un rdle régulateur de

I'expression protéique (Madsen, et al., 1995) (figure 7).
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Figure 7. Organisation du gene MBL-2 et localisation des différents

polymorphismes (Heitzeneder, et al. 2012)

Différentes combinaisons de ces polymorphismes résultent en une grande variation
interindividuelle en termes de concentration de MBL sérique chez des individus sains
comme chez les malades.

Les mutations du gene MBL2 sont associées a des infections microbiennes
récurrentes (Sumiya, et al., 1991). En effet, des taux faibles de MBL sérique ou des
génotypes faiblement producteurs sont associés a une susceptibilité accrue a
certains microorganismes, en particulier dans des situations ou I'immunité adaptative
est compromise (période néonatale ou patients rendus neutropéniques par
chimiothérapie) (Kilpatrick, 2002, Turner, 2003).

Contrairement a I'archétype des protéines de phase aigie comme I'amyloide P
sérique ou la CRP pour lesquels les taux sériques peuvent augmenter de 10 a 1000
fois durant linflammation, la concentration de MBL sérique est relativement
constante chez les individus et déterminée par les polymorphismes décris ci-dessus.

Néanmoins, le taux sérique de MBL peut augmenter de 2 a 3 fois en cas d’infection
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ou de challenge inflammatoire bien que ce dernier point soit soumis a controverse
(Joossens, et al., 2006, Seibold, et al., 2004, Thiel, et al., 1992)

Structure, multimérisation et liaison aux carbohydrates

La MBL consiste en un multimere de chaine polypeptidique de 32 kDa. Chaque
chaine comprend 4 régions distinctes, une région N-terminale riche en cystéine, un
domaine collagéneux, un court domaine bispiralé d’hélices a, la « neck-région » et la
région CRD C-terminale. Trois chaines polypeptidiques forment une triple hélice par
la région collagéneuse, stabilisée par des interactions hydrophobes et des ponts
disulfures interchaines au niveau de la région N-terminale riche en cystéine (Sheriff,
et al., 1994). Cette forme trimérique est la sous-unité circulante de base de la MBL.
Dans le sérum, la MBL consiste en des oligoméres de sous unités, allant du dimere a
’lhexamere. Il semble clair que les hauts niveaux d’oligomérisation sont les formes
effectives en terme de fonctionnalité protéique, par exemple, lors de I'interaction avec
les glycanes ou I'activation du complément a la surface des agents microbiens (Lu, et
al., 1990, Yokota, et al., 1995) (figure 8).

Single peptide =/\/\/\/c

MBL subunit MBL tetramer

Figure 8. Structure de la Mannose-binding lectin (Ip, et al., 2009)

Comme I'ensemble des autres collectines, la MBL possede une liaison calcium
dépendante avec les D-mannoses terminaux, L-fucose et GlcNac, mais n’interagit ni
avec le D-galactose ni avec les acides sialiques (Drickamer, 1992, Weis, et al.,

1992). Cette sélectivité repose sur la présence de résidus conservés d'acides aminés
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dans les CRDs. Ce dernier contient un motif d’acide aminé EPN (Glu-Pro-Asn)
(Drickamer, 1992) qui apporte une préférence de liaison avec les sucres équatoriaux
avec des groupements 3- et 4-hydroxyl (OH) comme le D-mannose, le L-fucose et le
GlcNac. Tous ces sucres sont communément présents a la surface d’'un large
spectre de microorganismes et les répétitions multiples de ces motifs offrent une
cible optimale de liaison a la MBL. Des études structurales ont montré que, chez
I’lhomme, les trois sites de liaison aux sucres d’une sous-unité de MBL sont séparés
par une distance constante de 45 acides aminés (Sheriff, et al., 1994, Weis and
Drickamer, 1994). Cette configuration offre ainsi une plateforme multiple, plate et
simultanée de reconnaissance des sucres. En plus de I'affinité de la MBL vis-a-vis
des sucres, il a été démontré que cette lectine est également capable de reconnaitre

les phospholipides (Kilpatrick, 1998) et les acides nucléiques (Palaniyar, et al., 2004).

Reconnaissance et liaison par la MBL

Les premiéres observations d’interaction de la MBL avec des micro-organismes
datent des années 50 quand Sir Frank Marfarlane Burnet (Burnet, 1948) et John
McCrea (Mc, 1948) ont identifié trois inhibiteurs sériques (appelés a, B et y) capables
d’inactiver le virus de la grippe. Les études ultérieures ont permis d’identifier
linhibiteur sérique B comme la protéine MBL (Anders, et al., 1990).

La MBL est maintenant connue pour sa capacité de liaison a un large spectre
de microorganismes incluant les bactéries Gram-positives et négatives (Jack, et al.,
1998, Smithson, et al., 2008), les virus (Chang, et al., 2010, Seppanen, et al., 2009),
les champignons (Babula, et al., 2003, Crosdale, et al., 2001, Damiens, et al., 2012,
Lambourne, et al., 2009) et les parasites (Eisen and Minchinton, 2003, Lee, et al.,
2002).

Au sein du regne fongique, quelques études réalisées par microscopie a
fluorescence ont montré une reconnaissance des cellules entiéres par MBL aussi
bien sur les blastoconidies que sur les formes germinatives de levures (Lillegard, et
al., 2006).

66



Le systéme immunitaire

Le caractéere ubiquitaire des motifs a mannose sur les cellules eucaryotes a
soulevé plusieurs interrogations sur la reconnaissance de ces motifs par la MBL. La
discrimination entre les structures de I'héte et celles des microorganismes semble
étre dépendante de l'orientation des groupements hydroxyle sur les carbones en
positions 3 et 4, sur les motifs saccharidiques et sur I'absence de reconnaissance
des acides sialiqgues présents sur les glycoprotéines de mammiferes (Ezekowitz,
2003).

MBL et soi modifié

La MBL est capable de différencier les cellules du soi des cellules du soi
modifié qui exposent des motifs glycoprotéiques altérés. Cette lectine joue donc un
réle dans la reconnaissance et la clearance des cellules apoptotiques et nécrotiques
en facilitant la phagocytose (Ogden, et al., 2001). La déficience en MBL serait donc a
'origine d’'une accumulation de cellules apoptotiques pouvant conduire a des
maladies auto-immunes (Stuart, et al., 2005). Apres fixation a ce type de cellules, la
MBL peut initier la cascade du complément pour permettre leurs €élimination (Hart, et
al.,, 2005). La MBL serait également impliquée dans la clearance des cellules
tumorales (Muto, et al., 1999, Muto, et al., 2001).

MBL et activation du complément

Une des fonctions principales de la MBL est I'initiation de la voie des lectines du
systeme complément par coopération avec les MBL-associated serine proteases
(MASPs) (Endo, et al., 2006, Holmskov, et al., 2003). Il y a 4 MASPs appelées
MASP-1, MASP-2, MASP-3 et MAP19. MASP-1 et MASP-2 sont codées par des
genes distincts alors que MASP-3 et MAP19 sont les produits d’un épissage alternatif
de MASP-1 et MASP-2 respectivement. Seuls MASP-1 et MASP-2 possédent un
domaine serine protéase (Matsushita, et al., 2000) leurs conférant une activité directe
sur le complément alors que les autres MASPs auraient plutét un réle de régulateur.
La reconnaissance des motifs saccharidiques par la MBL permet l'initiation de I'auto
activation de MASP-2 et la formation d’'un hétérodimére MBL/MASP2 capable de
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cliver directement le C4 et le C2 pour former la C3 convertase (C4bC2a). MASP-1
est capable de cliver uniquement les fractions C2 et C3 (Matsushita, et al., 2000) par
I'intermédiaire de la région collagéneuse de la MBL (Super, et al., 1992). La cascade

du complément est représentée schématiquement en figure 9.

Figure 9. Représentation schématique de la cascade du complément (Walport,
2001)

Une étude récente a également montré I'implication du complexe MBL/MASPs dans

’lhémostase et la coagulation lors des infections (Takahashi, et al., 2011).
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MBL et défense cellulaire

Durant la phase de dissémination microbienne, les cellules phagocytaires
présentes de maniére constitutive, reconnaissent et internalisent les microbes. Au
cours de ce processus, certains médiateurs de I'immunité, capables de se fixer sur
les pathogénes, jouent le rdle d’opsonine pour faciliter l'initiation de la phagocytose.
En effet, dans un contexte physiologique, les opsonines comme la MBL contribuent
significativement a I'élimination des pathogénes ainsi que des cellules apoptotiques
in vivo (van Asbeck, et al., 2008). Les études chez des souris KO pour les fractions
du complément ou pour la MBL ont montré une réduction significative de la clearance
microbienne et de I'élimination des cellules apoptotiques (Carter, et al., 2007, Held,
et al., 2008).

Un grand nombre de preuves furent accumulées sur le réle prépondérant de la MBL
dans la modulation de l'inflammation (Chaka, et al., 1997, Jack, et al., 2001). En
effet, des modéles d’études in vitro sur de la MBL issue de sang total ont démontré
une initiation de la synthése de cytokines comme le TNF-qa, I'lL-1p et I'lL-6 relargués
en réponse a une infection par Neisseria meningitidis. Néanmoins, des sérums avec
une plus forte concentration de MBL supprimaient la production de cytokines
suggérant ainsi une possible régulation par la MBL des cytokines pro-inflammatoires
issues des phagocytes. Cette hypothése a été confirmée par différentes études in
vivo d’infections a Pseudomonas aeruginosa (Moller-Kristensen, et al., 2006) ou

encore a Staphylococcus aureus (Shi, et al., 2004).

En plus de la coopération entre la MBL et les cellules phagocytaires durant la phase
d’opsonisation des microorganismes, d’autres travaux ont mis en évidence le rble de
cette lectine dans la régulation de la signalisation des PRRs ainsi que dans la
production des cytokines. Une de ces études a démontré que la MBL coopére avec
le TLR-2 et le TLR-6 pour augmenter I'activation de NF-xB ainsi que la réponse
cytokinique (Ip, et al., 2008). Des explorations supplémentaires ont montré que la
MBL est capable de se lier sur certains motifs bactériens tels que l'acide
lipotéicoique (LTA) des bactéries gram positif, rendant optimale I'’exposition du LTA
au TLR-2. Le méme processus s’observe également pour le LPS (bactéries gram

négatif) et son interaction avec le TLR4.
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MBL et modeéeles animaux

Au vu de ces multiples fonctions et de l'action de cette lectine dans différents
processus, qu’ils soient infectieux ou inflammatoires, la nécessité d’'un modéle animal
s’est imposée pour étudier finement les mécanismes de dégradation des
microorganismes dépendant de la MBL et leur régulation in vivo. Les souris MBL- KO
ont permis de démontrer clairement I'implication de cette collectine dans la maitrise
de la dissémination des infections virales (Chang, et al.), fongiques (Kaur, et al.,
2007) ou parasitaires (Lee, et al., 2002).

Ces meécanismes constitutifs sont capables de limiter la dissémination des
pathogénes par I'intermédiaire du complément et des phagocytes. Cependant, une
clearance efficace nécessite une coopération étroite entre les médiateurs de

immunité innée et adaptative.

L’'immunité spécifique

Apres initiation par la réponse immunitaire innée, une réponse secondaire est
mise en place pour une immunité efficace et durable. Ce systeme de seconde ligne
appelé aussi immunité adaptative, acquise ou encore spécifique fait intervenir deux
types de réponses : I'immunité a médiation cellulaire dont les acteurs clés sont les
lymphocytes T, B et les CPA, et I'immunité humorale médiée par les anticorps

spécifiques sécrétés par les plasmocytes.

L’immunité a médiation cellulaire anti-Candida

L’'immunité anti-Candida est basée sur une coopération entre I'immunité innée
et 'immunité acquise a médiation cellulaire, ou les macrophages et les cellules T
jouent un réle primordial, dans des proportions qui dépendent du site d’infection
considéré (Dongari-Bagtzoglou and Fidel, 2005).
Les cytokines produites par les macrophages entrainent une différenciation des
lymphocytes T qui transitent entre un état ThO (non activé), Thl ou Th2,

conditionnant leurs caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles. En retour, ces
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lymphocytes vont produire des cytokines particulieres qui vont activer des cellules
phagocytaires et des cellules B.

Au cours d’une infection par C. albicans, il est généralement accepté que les
défenses de I'héte sont principalement de type Th1, médiées par des cytokines telles
que I'lL-12 et linterféron-gamma (Romani, 2000). Ces cytokines sont impliquées
dans [l'activation des fonctions microbicides des cellules de l'immunité innée
(sécrétion d’agents oxydants, dégranulation), et favorisent aussi la production
d’anticorps anti-Candida (Johansen and Brandtzaeg, 2004). A l'inverse, une réponse
de type Th2 est associée a une susceptibilité accrue a l'infection.

L’importance de I'immunité a médiation T-cellulaire est illustrée par la prévalence des
infections orales chez les sujets a faible taux de lymphocytes T CD4+ (Fidel, 2002)
mais également chez des souris CD4-KO montrant une susceptibilité importante aux
candidoses chroniques, résolues lors d’'une réversion de leur statut immunitaire par
transfert adoptif avec une population de lymphocytes T CD4+ naifs (Farah, et al.,
2002).

L’'immunité a médiation cellulaire fait intervenir les cellules NK (Natural Killer) qui
semblent jouer un réle central dans I'immunité anti-Candida, en délivrant des signaux
activateurs aux autres cellules immunitaires via la sécrétion de cytokines. Bien que
ces cellules soient incapables de détruire directement C. albicans in vitro, il a été
montré qu’elles pouvaient se substituer aux autres populations de cellules T en
induisant I'activation des cellules phagocytaires et ainsi protéger I'animal d’une
infection létale (Balish, et al., 2001).

L’immunité a médiation humorale anti-Candida

La synthése d’anticorps anti-Candida a été démontrée comme jouant un réle
central dans le contréle de l'infection des muqueuses mais également lors des
infections systémiques (Matthews and Burnie, 2001). En effet, ces anticorps seraient
protecteurs vis-a-vis des pathologies candidosiques (Casadevall, 1995). Il est
clairement établi que la grande majorité de ces anticorps fait partie de la classe des
immunoglobulines G (IgG), mais la présence d’IgA a été également montrée au
niveau des muqueuses (Johansen and Brandtzaeg, 2004). Néanmoins le réle des

anticorps dans la résistance aux candidoses reste trés controversé en particulier en
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raison de la difficulté & définir clairement leur spécificité antigénique (Cassone, et al.,
2005). En effet, des expériences de protection passive utilisant des sérums
polyclonaux ont démontré que des anticorps spécifiques étaient protecteurs dans
certaines études et non dans dautres (Casadevall, 1995). Néanmoins, les
mécanismes exacts par lesquels ces anticorps protegent I'héte de l'infection sont
encore mal connus. Le caractére protecteur de ces anticorps serait lié a leur capacité
a inhiber la formation de tube germinatif, a favoriser 'opsonisation des pathogenes,
ou a participer a la neutralisation des facteurs de virulence sécrétés par la levure tels
gue des enzymes (Casadevall, 1995). lls seraient également impliqués dans
I'inhibition de 'adhésion de C. albicans aux surfaces de I'héte, et dans une moindre

mesure le contrble direct de la multiplication du pathogéne.
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Introduction générale

Comme présenté précédemment, les espéces Candida, par leur aptitude a
coloniser la muqueuse digestive des patients et a déterminer un processus infectieux
souvent sévere, sont associées a une importante morbi-mortalité. Ces infections, qui
touchent principalement les patients immunodéprimés et ceux des services de soins
intensifs, constituent un réel probleme de santé et un défi pour la médecine moderne

qui utilise des techniques invasives ou des thérapeutiques immunosuppressives.

Pour pallier les complications induites par ces infections, la recherche d’outils
susceptibles d’identifier précocement les patients a haut risque pourrait permettre
une meilleure prise en charge des patients. En effet, le taux de survie aux
candidoses invasives est fortement conditionné par le délai dinstauration du
traitement antifongique. Dans ce contexte, toute amélioration des techniques
alternatives a la culture aurait un impact direct sur lissue de la maladie. De
nombreuses études ont d’ailleurs été publiées ces derniéres années sur I'utilisation
de biomarqueurs fondées sur la détection des polysaccharides circulants ou
d’anticorps dirigés envers des cibles de nature glycanique ou protéique. Ces
molécules purifiées de cellules fongiques ou obtenues par génie génétique sont la
cible d’une réponse humorale spécifique. Les tests développés sur ces bases
permettent de pallier le manque de sensibilité des hémocultures et d’améliorer les
performances diagnostiques de la détection d’antigenes circulants.

Outre ces médiateurs de [limmunité humorale, I'exploration des relations
héte/Candida pourrait également permettre d’identifier de nouveaux facteurs de
risque permettant de stratifier les patients selon leur statut génétique vis-a-vis des
genes de I'immunité innée. Dans notre étude, cette exploration a concerné plus
particuliéerement le polymorphisme du géne MBL-2 codant pour une protéine
impliquée dans la perception précoce des levures.

Les mutations survenant sur ce gene ont un impact variable sur la concentration de
la MBL sérique et un déficit quantitatif de cette protéine a été rapporté comme facteur
prédisposant aux candidoses vulvo-vaginales ou péritonéales. Cependant, I'étude
cinétique des taux sériques de cette collectine au cours des candidoses invasives n’a
jamais été envisagée. Les aspects fonctionnels de la protéine en particulier en
présence de la cellule fongique restent encore inconnus. Ces travaux ont été

abordés dans les différents manuscrits présentés ci-apres.
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Article 1 :
Antibody response against Candida albicans recombinant

proteins and mannan antigenemia as sensitive and specific

markers for invasive Candida infections

Inventeurs:

Damiens Sébastien
Fradin Chantal
Poulain Daniel
Sendid Boualem

Tabouret Marc

Cette étude a fait I'objet d’'un dépo6t de brevet européen (N°12305778.8 - 2404)

intitulé « Method for diagnosing invasive Candida infections » conjointement déposé

par Bio-Rad Innovations, le CHRU de Lille et I'Université Lille 2.
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Article 2 :

Mannose-Binding Lectin Levels and Variation During Invasive

Candidiasis

Seébastien Damiens, Julien Poissy, Nadine Francois, Julia Salleron, Samir

Jawhara, Thierry Jouault, Daniel Poulain et Boualem Sendid.

Cet axe de recherche est présenté dans l'article suivant qui a fait 'objet d’'une

publication dans « the Journal of Clinical Immunology ».
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Article 3 :

Characterization of the recognition of Candida species by

mannose-binding lectin using surface plasmon resonance

Sébastien Damiens, Pierre Marie Danze, Anne-Sophie Drucbert, Thierry

Jouault, Daniel Poulain and Boualem Sendid
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Préambule

A ce jour, quelques études ont porté sur la reconnaissance des levures par la
MBL en utilisant la microscopie (Lillegard, et al., 2006) ou la cytométrie en flux (Jack, et

al., 2001, Neth, et al., 2000) cependant aucune de ces techniques ne permet une

mesure de l'intensité de cette interaction.

Ce type d’analyse est envisageable par résonance plasmonique de surface
(SPR) qui a pour intérét (i) de permettre I'utilisation de ligands/analytes non marqués,
(i) de mimer au mieux les conditions physiologiques d’interaction des protéines, (iii)

de récupérer I'analyte aprés régénération de la sensor chip.

Principe de la SPR

Cette technologie en temps réel est fondée sur un principe d’optique. Un faisceau
de lumiére polarisée monochromatique est émis a travers un prisme situé sur une
interface entre deux milieux dindices de réfraction différents. Dans certaines
conditions angulaires, il y a réfraction totale du faisceau lumineux.

Le fait d’insérer un nanofilm d’or au niveau de l'interface aboutit a une capture de
I’énergie qui est transmise a I'or sous forme d’agitation moléculaire associée a une
onde dite « évanescente ». Cette onde se propage de facon perpendiculaire a
interface sur une distance qui va définir la profondeur de détection. La capture
d’énergie est vue par un «trou énergétiqgue » en un angle précis de l'onde de
réfraction. Cet angle, exprimé en RU (resonance unit) dépend de lindice de
réfraction du milieu ou toute modification de ce dernier (interactions moléculaires)

pourra induire des variations d’angle quantifiables (Figure 10).
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Figure 10. Principe de la SPR
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Exemple de réponse SPR

Les étapes de l'analyse par SPR sont totalement analogues a celles des
techniques de chromatographie : phase d’équilibration en tampon, phase
d’association (injection), phase de dissociation (lavage) et phase de régénération
(élution).

A partir d’'un flux de tampon de course (étape 1), une injection d’un analyte
permet un contact avec la molécule immobilisée sur la sensor chip (étape 2). En cas
d’interaction, comme montré dans la figure 11, une augmentation du signal SPR est
observée. La phase de dissociation consiste en un retour au tampon de course,
permettant de visualiser la perte d’interaction non spécifique ligand/analyte (étape 3).
La derniere étape permet de régénérer la sensor chip et de réutiliser ultérieurement

la surface (étape 4).
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Figure 11. Sensorgramme d’une interaction ligands/analytes
Le signal de résonance est exprimé en RU, il est proportionnel a la quantité
d’analyte fixée sur la molécule immobilisée. L'enregistrement de ce signal s'appelle le

sensogramme.
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Test fonctionnel de la MBL

Dans cette étude, une sensor chip a été fonctionnalisée par de la MBL purifiée
directement d’'un sérum humain par chromatographie d’affinité en batch. En effet
I'utilisation d’un gel d’agarose couplé au mannane a permis de purifier la MBL

sérique en utilisant sa dépendance au calcium pour son élution (Figure 12).

\ -
1. Dilution au % de 10ml de &
sérum humain dilué dans du S
tampon HBS-CaCl,

2. Dépobt du sérum dilué sur
mannane agarose

®

3. Incubation 30min sous @

O O
© O
agitation rotortique, : :

centrifugation, lavage et
élimination du surnageant

4. Elution par du tampon EDTA
0,25M (incubation 5min sous

agitation rotortique) @
5. Récupération de la MBL
humaine purifiée suivie d'une

dialyse en eau milliQ et
lyophilisation N

Figure 12. Schématisation de la technique de purification de la MBL sérique.

Cette lectine purifiée a été par la suite fixée de maniere covalente sur une
sensor chip par couplage amine (protocole NHS-EDC). Aprés stabilisation de la
lame, différentes injections de levures vivantes non dénaturées issues de

prélevements biologiques humains ont été réalisées (Figure 13).
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Flux
d’injection

——>

20ul/min

Figure 13. Schématisation d’'une injection de levures sur la sensor chip

fonctionnalisée par la MBL.

Cette étude, mimant les conditions physiologiques par I'utilisation de MBL
native et de levures vivantes non marquées, avait pour but d’objectiver I'hypothése
émise par I'article précédent d’'une complexation sérique de la MBL et des glycanes
pariétaux de levures. De plus, la mise au point d’un test fonctionnel de la MBL
apportait la possibilité de réaliser des analyses comparatives d’interaction entre

différentes espéeces de Candida.

L’ensemble de ces résultats est présenté dans I'article ci-dessous, soumis pour

publication dans « Analyst ».
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Résultats complémentaires

La paroi de C. albicans consiste en un réseau tridimensionnel complexe
constitué de trois strates distinctes. Comme décrit précédemment, de I'extérieur vers
l'intérieur, elle est respectivement composée de mannanes, de glucanes et de N-
acetylglucosamines. Afin d’explorer plus finement l'interaction MBL/paroi de Candida,
une étude comparative d’interaction avec ces différents types de sucres a été

réalisée (Figure 14).
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Figure 14. Cartographie pariétale de C. albicans par la MBL

Comme attendu, les profils obtenus montrent une interaction spécifique avec le

mannane (97,6RU) et la chitine (10,2RU) et une absence totale d’interaction avec les
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glucanes (0,3RU). L'interaction avec la chitine est faible montrant ainsi une
reconnaissance préférentielle de la MBL vis-a-vis des groupements mannosylés.
Cependant le mannane reste un polymere saccharidique complexe et la
reconnaissance épitopique précise de la MBL reste inconnue. Afin de répondre a
cette question, des BSTOs (biotin sulfone targetted oligommanosides), obtenus par

synthése chimique, ont été impliqués a nouveau dans les expériences de SPR.

Ces oligoméres de mannose liés en alpha ou en béta ont permis d’affiner la
caractérisation de [linteraction MBL-oligomannosides en termes de degré de
polymérisation et danomérie de liaison. Le Manp(l—»>2)Man, le
Manp(1—>2)Manp(1—»2)Man, le Manp(1—»>2)Manp(1—-2)Man p(1—>2)Man, le
Mana(l—»>2)Man et le Manoa(l—>2)Mano(l—2)Mana(l—2)Man, respectivement
appelés Di-f, Tri-B, Tetra-p, Di-a et Tetra-a ont donc été injectés comme analytes
(Figure 15).

Compte tenu de l'influence de la masse sur les réponses SPR, 'ensemble des
signaux ont été normalisées en fonction du poids moléculaire de sucres (Figure 15a).

Des différences de réponse ont été observées entre les anoméres o et . A
concentration identique, les Di et Tetra-o. ont montré une réponse supérieure (12,2 et
9,5RU respectivement) aux Di et Tetra-p (1,3 et 6,4RU respectivement). L’anomérie
et le degré de polymérisation ont donc un impact sur la reconnaissance par la MBL.
Un sensorgramme type de [linteraction MBLh/BSTO sans normalisation est
représenté dans la Figure 15b. Les différences de réponses obtenues entre les
difféerents BSTOs sont également représentées sous forme de courbes de
régressions suggérant une reconnaissance optimale du Di-a et d’'une maniére

inattendue celle du tri-Man-b (Figure 15c).
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Figure 15. Détermination de 'anomérie et du degré de polymérisation optimale pour

I'interaction MBL/sucres
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Discussion
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L’initiation d’un processus infectieux par un pathogéne strict repose sur la
rencontre fortuite entre le microorganisme et I'héte. La présence directe du
pathogéne ou de certaines de ses molécules spécifiques permet donc de poser un
diagnostic de certitude. Dans le cas d’une pathologie opportuniste, la cohabitation
héte/pathogene implique une certaine tolérance du systéme immunitaire vis-a-vis de
la flore commensale et rend donc complexe la discrimination des patients colonisés
des patients contractant une infection.

C. albicans, endosapprophyte et opportuniste de nature, fait partie de ces
microorganismes tolérés par le systéeme immunitaire mais pourtant responsable
d’infections sévéres avec une morbi-mortalité parmi les plus élevées en pathologie
infectieuses. Les stratégies actuelles de diagnostic ont un rendement perfectible tant
au niveau de la sensibilité qu’au niveau de la spécificité. Cette situation rend
également difficile I'identification précoce des patients justifiant d’'une prise en charge
thérapeutique garantissant une issue favorable de I'infection. Devant le manque de
méthodes fiables et sensibles, cette situation a incité les cliniciens confrontés a ces
pathologies a envisager des stratégies prophylactiques ou préemptives pour réduire
incidence de ces infections. Le développement de nouveaux outils diagnostiques
s’est imposé comme une priorité pour guider la décision médicale en termes

thérapeutique et parfois pronostique.

Notre laboratoire s’intéresse aux relations hote/Candida avec une expertise
dans I'exploration des relations structure/activité des glycanes de levures et une
longue expérience dans l'étude de la structure pariétale de C. albicans. Les
glycoconjugués étudiés au sein du laboratoire constituent des cibles privilégiées pour
la réponse immunitaire et dans le « cross-talk » permanent entre Candida et son
héte. Les études pionnieres sur les mannoglycoconjugués ont permis, en
collaboration avec Bio-Rad, le développement de deux tests EIA permettant la
détection du mannane circulant (Platelia® Candida Ag) et les AMn (Platelia® Candida
Ab). Bien que perfectibles, ces tests sont aujourd’hui largement recommandés par
les conférences de consensus en particulier dans le diagnostic précoce des
candidémies, des candidoses hépato-spléniques et d’'une maniére générale, des

candidoses invasives (Marchetti, et al., 2012, Pappas and Silveira, 2009).
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Nos recherches se sont ensuite focalisées sur 'amélioration de la spécificité du
diagnostic sérologique en identifiant de nouvelles cibles permettant de différencier la
colonisation d’une infection évolutive. Nos travaux se sont enrichis de quelques
études transcriptomiques portant sur le dimorphisme de C. albicans montrant une

surexpression protéique au cours de son développement pathogéne (de Groot, et al.,

2004, Martinez-Gomariz, et al., 2009). D’autres observations ont montré la

surexpression de certaines protéines fongiques en présence des polynucléaires

neutrophiles (Fradin, et al., 2005). Ces variations transcriptionnelles ont donc ouvert

une nouvelle piste d’exploration pour 'identification de nouveaux antigénes impliqués
de maniére préférentielle durant le processus pathogéne lié a C. albicans.

Il apparait donc pertinent d’utiliser la détection d’anticorps dirigés envers ces
protéines pour ameéliorer les performances du diagnostique sérologique. Notre
contribution dans ce domaines était i) d'identifier Hwp1, Fba1 et Hsp90 comme cibles
privilégieées de la réponse humorale humaine capable de différencier les patients
colonisés des patients infectés; ii) de montrer que [I'utilisation combinée des
anticorps anti-protéines (APR) et de la Mn permet un gain significatif en termes de
sensibilité¢ et de spécificite. Comparée a la combinaison Mn/AMn, | ‘association
Mn/APR permet une précocité diagnostique équivalente (5 jours avant I'isolement de
Candida spp d’hémoculture) mais une meilleure sensibilité (globalement de 20%) et
est associée a un odds ratio beaucoup plus important (65,5-108,3 versus 17,5). La
définition d’un odds ratio pour la combinaison antigéne-anticorps est une notion utile
pour I'estimation du risque infectieux qui pourrait étre générée sur chaque compte
rendu de résultats. Cette information pourrait servir également a stratifier les patients
de maniére rationnelle pour la mise en route d’'une prophylaxie dans les services a
risque.

Il est important de souligner ici que le gain de précocité de 5 jours pourrait étre
déterminant dans la réduction du délai d’instauration du traitement antifongique

conditionnant l'issue de linfection (Morrell, et al., 2005). Cependant, nos résultats

préliminaires obtenus avec ces mémes marqueurs sur une cohorte de patients ayant
des perforations gastro-intestinales récurrentes/ fuites anastomotiques, une
pancréatite aigué nécrosante ou des patients ayant une colonisation a Candida
apres une chirurgie digestive associée a un séjour de plus de 72h en soins intensifs
montrent des sensibilités variant de 70% a 80% avec cependant des spécificités

n’excédant pas 65%. Ces résultats décevants soulignent la difficulté d’utiliser les
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marqueurs sérologiques pour révéler une infection localisée « cryptique » ou la
frontiére entre colonisation et infection est trés souvent difficile & définir. Ceci est
parfaitement illustré par la faible spécificité des tests, probablement liée au haut
niveau de colonisation des sujets controles.

La mise au point de ces nouveaux biomarqueurs constitue néanmoins une
alternative fiable aux tests sérologiques actuels. lls devraient permettre de compléter
les méthodes de mycologie conventionnelle en particulier chez le patient a haut
risque mais dont les hémocultures demeurent négatives. Il s’agit bien évidemment
d’'une preuve de concept qui mérite d’étre évaluée au moyen d’études prospectives
incluant des populations homogenes de patients a risque.

En conclusion, le développement des tests sérologiques immunoenzymatiques
impliquant des protéines recombinantes a permis d’obtenir des performances
analytiques notables par rapport aux techniques d'immunoprécipitation qui restent
chronophages et consommatrices d’antigéne. La disponibilité des tests
immunoenzymatiques automatisés offre également la possibilité d’étendre le suivi
sérologique au plus grand nombre de patients. Pour étre contributif au diagnostic, ce
suivi doit étre réalisé de maniére cinétique et réguliére dés I'admission des patients
puis de maniére bihebdomadaire dans les unités a haut risque d’infection invasive.
La valeur prédictive positive des tests étant perfectible (65%), les informations issues
de ce monitoring doivent étre confrontées aux données cliniques, radiologiques et
mycologiques pour en évaluer la pertinence en termes de prise en charge

thérapeutique des patients.

En plus de la sérologie, plusieurs observations cliniques plaident en faveur d’'une
« inégalité immunogénétique » des patients en ce qui concerne le risque d’infections
fongiqgues a Candida sp. En effet, Plantinga et al. ont montré qu'une mutation du
gene DECTIN-1 (variant Y238 X) était significativement associée a la colonisation

par Candida sp chez le patient neutropénique (Plantinga, et al., 2009). En plus des

lectines membranaires, il a été rapporté le réle prépondérant de certaines lectines
solubles telles que la MBL dans la susceptibilité génétique aux candidoses

vulvovaginales (Donders, et al., 2008), endophtalmiques (Qliva, et al., 2009) ou encore

péritonéales (van Till, et al., 2008). Cependant, aucune étude n’avait traitée des

candidoses invasives. De maniere inattendue, nous avions montré que non

seulement le taux de MBL augmentait durant la ClI et qu'’il variait au cours de la
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phase candidémique de I'infection avec une corrélation inverse au taux de mannane
circulant. Cette étude a permis également de mettre en évidence une plus forte
proportion de patients déficients en MBL (<100ng/ml) chez les sujets colonisés. Ces
données laissent suggérer une prédisposition a la colonisation chez les patients
déficients en MBL contrastant avec les taux élevés retrouvés chez les patients ClI.
Bien que ces deux résultats semblent paradoxaux, I’hypothése d’'un emballement du
systeme immunitaire lors de la Cl pourrait expliquer ces données contradictoires. |l
est trop tét pour conclure quant a l'origine de I’hyperproduction de la MBL au cours
des Cl, ces mécanismes devraient étre analysés d’une part en relation avec la
réaction inflammatoire associée aux Cl, et les médiateurs moléculaires de cette
régulation d’autre part.

Le second point qui mérite d’étre également analysé est celui des profils en
miroir de I'évolution de la Mn et celle de la MBL sérique. L’hypothése mise en avant
serait une complexation entre cette lectine et les antigenes glycaniques circulants.
Cependant, la preuve d’'une reconnaissance des sucres pariétaux de Candida par la
MBL reste indirecte car limitée aux profils sérologiqgues des deux marqueurs
indépendants. Afin d’étayer cette hypothése, la technologie SPR a été utilisée dans
le but de développer une technique d’analyse directe de l'interaction MBL/levures.
Apres validation de la reproductibilité, de la robustesse de la méthode en termes de
sensibilité et de spécificité, une reconnaissance différentielle de la MBL vis-a-vis des
différentes especes de Candida les plus fréquemment isolées de prélevements
biologiques humains a été objectivée. En effet, un gradient d’intensité de réponse a
été observé pour 5 espéeces différentes et ce quelque soit la charge fongique utilisée.
Les affinités mises en évidence s’échelonnent de la fagon suivante : C. albicans > C.
parapsilosis > C. krusei > C. tropicalis > C. glabrata. Ces observations suggerent une
expression/organisation différentielle des épitopes pariétaux en fonction de I'espéce
considérée. Parallélement, une caractérisation plus fine de l'interaction MBL/sucres
pariétaux de Candida a été effectuée, montrant une reconnaissance optimale avec le
mannane, faible pour la chitine et nulle avec les B-glucanes. Grace a l'utilisation des
BSTOs, I'épitope optimal de la MBL a méme pu étre identifié¢ comme étant un
mannobioside lié en a. De maniére analogue aux technique EIA, western-blot ou
encore luminex, la technique de SPR a également montré une interaction forte de la

MBL avec le Tri-B. Cette observation laisse suggérer que cet épitope pariétal
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mimerait les oligomannosides d’anomeérie a afin de leurrer les différents composants
du systeme immunitaire.

Nous avons donc développé un outil d’analyse de la MBL permettant d’évaluer
le caractére fonctionnel de cette protéine. Cette technologie laisse place a de
nombreuses perspectives comme la génération de MBL recombinante mutée sur des
sites connus pour avoir un impact majeur sur la concentration sérique de MBL (exon
1 codon 52, 54, 57) ainsi que d’autres régions subissant des polymorphismes moins
fréquents (exons 2, 3 et 4). L'objectif étant d’étudier, en plus de l'impact de ces
polymorphismes sur les taux sériques de la MBL, linfluence de ces mémes
mutations sur la fonctionnalité de la protéine sécrétée.

De plus, l'utilisation de cet outil pourrait permettre de caractériser finement les
mutants de Candida invalidés pour les génes de mannosylation et d’en déduire les
séquences glycaniques clé reconnues préférentiellement par cette lectine.

Le développement de lames multi-lectines (dectinel, dectine 2 et galectine 3)
est également envisageable afin d’accroitre I'éventail des récepteurs étudiés et de
permettre une cartographie des différents acteurs de la reconnaissance de Candida
chez 'homme.

En effet, contrairement aux stratégies précédemment décrites ayant tendance a
isoler les mécanismes physiologiques pour simplifier leurs caractérisations, notre
démarche innove par l'analyse de processus « ex vivo » dans leur intégralité en
utilisant les molécules humaines natives et des cellules fongiques vivantes. Cette
approche explorant l'interface hoéte-Candida, pourrait étre étendue a I'analyse de

l'interaction des C-lectines avec d’autres microorganismes vivants.

Au total, ce travail de thése portant sur une recherche translationnelle a donc
permis, de disposer de nouveaux outils diagnostiques susceptibles d’améliorer notre
compréhension de la physiopathologie des candidoses ainsi que d’étoffer nos
connaissances sur les interactions hote/Candida. L'ensemble de ces données
pourrait conduire, a long terme, a une nouvelle stratégie de prise en charge des
patients candidosiques incluant des facteurs de risque cliniques (scores de gravité),
sérologiques (antigénes+anticorps) et génétiques (taux sériques et mutations des
génes de I'immunité innée comme les C-lectines). Cette démarche devrait avoir un
impact sur les pratiques médicales et une meilleure rationalisation des traitements

antifongiques.
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