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Introduction

Clostridioides difficile est une bactérie, de type bacille a Gram positif, anaérobie stricte,
mobile et sporulée. Elle est considérée comme eétant la premiere cause d’infections
nosocomiales digestives dans les pays développés. La transmission de cet agent pathogéne se
fait par voie féco-orale et les facteurs de risque les plus importants sont l'antibiothérapie, 1’age
avancé et I'nospitalisation. L’infection a C. difficile (ICD) peut se réveler asymptomatique ou
se traduire par des symptomes allant d’une diarrhée, modérée a sévére, a une colite grave et
potentiellement mortelle. L’augmentation des infections ces dernieres années a été liée a
I'émergence de différentes souches de C. difficile dites hypervirulentes et épidémiques telles
que les souches de PCR-ribotype 027, North American Pulsotype 1 et Restriction endonuclease
analysis Bl (027/NAP1/BI), ainsi que la souche de PCR-ribotype 078, souches particuliérement
répandues dans les pays développés. L’incidence, la gravité, la mortalité et les cofits de soin de
santé associés a I’infection a C. difficile ont globalement progressé dans le monde sur les vingt

derniéres années, faisant de cette bactérie une menace majeure pour la santé publique.

La pathogenése de C. difficile est principalement médiée par 1’action de deux toxines, la toxine
A (TcdA) et la toxine B (TcdB). Toutefois, certaines souches produisent une troisieme toxine,
la toxine binaire, qui peut également contribuer a la pathogenicité de la bactérie. Ces toxines
agissent au niveau de I'épithélium intestinal et induisent une cascade d'événements cellulaires

qui entrainent une réponse inflammatoire et des lésions tissulaires.

D’autres facteurs interviennent dans le processus infectieux, parmi lesquels des
adhésines, telles que les protéines de la couche S et la protéine Cwp66, qui jouent un réle dans
I’adhésion aux tissus hotes et dans la colonisation bactérienne digestive. Ce processus de
colonisation est un prérequis pour induire les Iésions intestinales. En effet, C. difficile doit
franchir la barriere de mucus, s’implanter et coloniser les cellules épithéliales et permettre ainsi
aux toxines d’atteindre leurs cibles cellulaires. Ces événements contribuent a 1’apparition des
manifestations cliniques comme la diarrhée et la colite pseudomembraneuse. D’autres facteurs
de virulence comme les flagelles, qui conférent la mobilité et le chimiotactisme de la bactérie,
contribuent aux différentes étapes de I’infection, dont 1’adhésion aux cellules de 1’hote,
I’invasion cellulaire, 1’auto-agglutination et la formation de biofilms. Par ailleurs, les flagelles
de C. difficile sont impliqués dans I’induction de la réponse inflammatoire intestinale. En effet,
la protéine FIiC, composant structurel majeur des flagelles, est reconnue par le récepteur Toll-

like 5 (TLR5), qui est exprimé au pdle basolatéral des cellules épithéliales intestinales.



L’interaction FliC/TLRS5 conduit a l'induction d'une réponse immunitaire avec l'activation des
voies de signalisation cellulaire MAPK et NF-«kB, conduisant ainsi a la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires De méme, des travaux précédents effectués dans notre laboratoire ont
montré le role critique des flagelles de C. difficile, en association avec les toxines, dans le

développement des Iésions muqueuses dans un modele murin conventionnel d’ICD.

Par ailleurs, il a été montré que les flagellines bactériennes sont capables d’interagir
avec des recepteurs intracellulaires porteurs de séquences répétées riches en leucine de type
NACHT (NLR, NOD-like receptor). L’activation de ces derniers par différents ligands, y
compris les toxines bactériennes, les mitochondries lysees, les flagellines bactériennes et les
acides désoxynucléiques, conduit a la formation de complexes cytosoliques connus sous le nom
d'inflammasomes. Ces complexes entrainent l'activation protéolytique et le clivage de la pro-
caspase-1 et de la Gasdermine D (GSDMD), entrainant la libération de cytokines. Récemment,
le r6le de NLRC4 dans I'induction de I'inflammation intestinale a été mis en évidence suivant
son activation par certaines bactéries, notamment Legionella pneumophila, Shigella flexneri,
Burkholderia thailandensis et Salmonella Typhimurium. En effet, [’activation de
I’inflammasome NLRC4 par les flagellines de ces bactéries contribuerait a la sécrétion de

cytokines inflammatoires, a la suite du clivage de la caspase-1.

Dans ce travail, nous avons cherché a étudier 1’interaction éventuelle de la flagelline
FliC de C. difficile, bactérie extracellulaire, avec NLRC4, suite a I’internalisation de FliC dans
les cellules épithéliales intestinales. Les résultats obtenus suggerent que FIliC, apres
internalisation, conduit a I’activation des inflammasomes NLRC4 et au clivage de la caspase-1
et de celui de la GSDMD, entrainant une régulation a la hausse de I'expression des génes pro-

inflammatoires et de la synthése des médiateurs pro-inflammatoires.

Dans ce manuscrit, nous allons dans un premier temps présenter une revue de la
littérature sur i) les infections a C. difficile, les déterminants de sa pathogénicité et son
interaction avec 1’hote et ii) les inflammasomes, leur signalisation et leur régulation, en
détaillant plus particulierement I’inflammasome NLRC4. Nous décrirons ensuite nos travaux
de recherche portant sur I’é¢tude du role des flagelles de C. difficile dans 1’activation de
I’inflammasome NLRC4. Nous décrirons d’abord I’internalisation de FliC dans les cellules
épithéliales intestinales par microscopie confocale, puis son rdle dans I’activation de la voie de
signalisation mediée par des inflammasomes dans un modele de cellules épithéliales intestinales
humaines. Enfin, aprés une discussion, nous aborderons les conclusions et les perspectives de

notre travail.
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Donneées bibliographiques

1 Les infections a C. difficile (ICD)

1.1 Généralités

C. difficile est un bacille & Gram positif, anaérobie strict, mobile et sporule. A la
coloration de Gram, les bactéries apparaissent sous forme de batonnets violets, d’une taille
moyenne de 0,5 um de large et 3,0 um de long. Chaque cellule peut produire une spore qui se
présente sous une forme ovale (0,7 x 1,5 um) au niveau de la région subterminale de la bactérie
[1]. (Figure 1).
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Figure 1 : Coloration de Gram de C. difficile. Dix cellules végétatives (¥¢) et 10 spores (+r) ont été sélectionnées
au hasard pour calculer la taille moyenne des cellules végétatives et des spores [2].

Les cellules végétatives sont métaboliqguement actives et sensibles aux modifications
environnementales. Sous cette forme, C. difficile se multiplie et présente toutes ses fonctions
bactériennes. Toutefois, lorsque les sources de nutriments sont limitées ou lorsque
I'environnement externe n'est plus adapté a sa survie, les formes végétatives produisent des
spores via un processus appelé « sporulation ». Les spores de C. difficile sont métaboliqguement
inactives, résistantes aux modifications de 1’environnement externe et peuvent survivre dans un

environnement inapproprié pendant des siecles [3]. Lorsque des conditions plus favorables a sa
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survie réapparaissent, les spores peuvent revenir a I'état végetatif en subissant un processus

appelé « germination » [3,4].

C. difficile a été décrit pour la premiére fois en 1935 lorsque Hall et O’Toole isolérent
la bactérie dans des selles de nouveau-nés [5]. IIs I’ont nommé « Bacillus difficilis » a cause
des difficultés rencontrées pour son isolement et pour sa culture in vitro. En 1938, elle a été
classée dans le genre Clostridium et nommeée Clostridium difficile [6]. Récemment, en 2015,
Lawson et Rainey ont proposé de restreindre le genre Clostridium a C. butyricum et a ses
especes apparentées. D'apres l'analyse de sa séquence du géne de I'ARNr 16S, C. difficile est
apparue phylogénétiquement tres éloignée de C. butyricum et des autres membres du genre
Clostridium sensu stricto. Un nouveau genre, Clostridioides, a alors été proposé pour C. difficile

qui se nomme désormais Clostridioides difficile [8].

Initialement, cette bactérie était considérée comme un commensal de I’homme, jusqu’a
une étude qui a établi un lien entre la bactérie, la pathologie digestive et 1’antibiothérapie, et a
montré la présence d’une grande quantité de toxines dans les selles des patients atteints de
colites pseudomembraneuses (CPMs). Ainsi, il a été suggéré que cette bactérie, présente en
faible quantité dans I’intestin des sujets sains, était capable, dans certaines conditions, de se
multiplier et de produire des toxines induisant & leur tour des diarrhées post-opératoires voire
des CPMs [6]. En 1978, Bartlett et coll. ont établi un lien entre cette bactérie et les CPMs en
montrant que I’isolement de C. difficile dans des selles des patients atteints de CPMs était
associé au traitement a la clindamycine, a la présence des toxines dans les selles, mais également
a la toxicité de I’isolat sur une culture in vitro [7]. Par ailleurs, il a été rapporté que le traitement
par des antibiotiques pouvait modifier le microbiote intestinal et induire par la suite une
susceptibilité a ’infection par C. difficile [8]. Une autre étude a montré que la vancomycine
peut permettre 1’¢limination de C. difficile du colon, et que cette élimination est associée au
rétablissement rapide des patients atteints de CPMs [9]. Enfin, dans les années 1990, C. difficile
s’est vue considérée comme une bactérie pathogeéne, a la suite d’études qui ont révelé une forte

augmentation des cas d’ICD dans les hopitaux [10].

1.2 Facteurs de risque des ICDs

Les individus en bonne santé possédant un microbiote intestinal intact sont normalement

résistants a C. difficile, alors que des perturbations du microbiote intestinal et une altération du
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systéeme immunitaire sont des facteurs de risque de développement d’une ICD [11]. Des études
récentes ont révélé que la résistance ou la sensibilité aux ICD est multifactorielle et peuvent
étre affectées par la présence d'autres bactéries dans I'intestin qui favorisent ou inhibent la
croissance de C. difficile [12,13]. En effet, les interactions entre C. difficile et le microbiote
intestinal sont tres complexes, mais quelques relations ont été démontrées au cours des derniéres
années. Ainsi, Bacteroides thetaiotaomicron, un membre important du microbiote intestinal
utilisé dans les suppléments probiotiques, exprime 1’enzyme sialidase qui clive l'acide sialique
des mucines dans le mucus du célon. C. difficile est capable d'utiliser I'acide sialique clivé
comme source d'énergie [14]. De plus, des expériences réalisées in vivo sur un modele
murin ont démontré que la multiplication de C. difficile dans le c6lon est favorisée lorsque les
souris etaient colonisées a la fois par C. difficile et B. thetaiotaomicron par rapport a C. difficile
tout seul. Ces données suggérent que B. thetaiotaomicron est un mauvais choix de probiotique
chez les patients infectés par C. difficile, car cette bactérie peut favoriser la croissance du

pathogene dans le colon de 1’hote [14,15].

Au contraire, un microbiote intestinal riche en bactéries de la classe Clostridia est
souvent associé a la résistance a la colonisation par C. difficile chez I’hote [16,17]. En effet,
Clostridium scindens, une espéce génétiquement proche de C. difficile, est une bactérie qui
confére une résistance a I'lCD [16]. Elle produit une enzyme qui convertit les acides biliaires
primaires de l'intestin en acides biliaires secondaires. Normalement, la liaison des acides
biliaires comme le cholate et le taurocholate aux récepteurs des spores de C. difficile favorise
la germination des spores en formes végétatives [18,19]. Pourtant, C. scindens convertit le
cholate d'acide biliaire primaire en désoxycholate, un acide biliaire secondaire qui inhibe la
croissance des formes végétatives de C. difficile. Les membres des familles bactériennes
Lachnospiraceae et Ruminococcaceae sont également associés a une résistance accrue a la
colonisation par C. difficile, mais le mécanisme exact de cette protection n'a pas été déterminé
[17]. Certaines espéces de ces familles peuvent également convertir le cholate en
désoxycholate, de sorte que leur présence dans le microbiote peut inhiber la croissance de C.

difficile en raison d'une concentration élevée de désoxycholate dans I'intestin [20,21].

En outre, I'age est considéré comme un autre facteur pouvant affecter la gravité de I'ICD
[22,23]. Les nourrissons présentent souvent un taux de colonisation tres élevé de C. difficile
dans les selles, aux alentours de 70 %, comparé a ~3 % chez les adultes [24,25]. Bien que de

nombreuses souches de C. difficile isolées chez les nourrissons soient toxinogénes, ceux-ci sont
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géneralement porteurs asymptomatiques de la bactérie [24]. Il a été proposé qu’une
combinaison des anticorps anti-toxines dans le lait maternel et une incidence plus faible de
récepteurs de liaison aux toxines de C. difficile pouvaient expliquer I’absence de symptémes
chez les nourrissons [26,27]. Cependant, au cours de la derniére décennie, un nombre élevé de
nourrissons atteints d'ICD symptomatique a été signalé. Ceci pourrait étre lieé a une
augmentation de la prévalence des souches « hypervirulentes » de C. difficile, comme celles de
ribotype 027 [25].

Contrairement aux nourrissons, les personnes agées présentent, d’une part, des taux
beaucoup plus élevés d'ICD et, d’autre part, un mauvais pronostic lors du diagnostic [28]. La
gravité de I'lCD est également beaucoup plus élevée chez les personnes agées et la plupart des
déces dus a I'lCD surviennent chez les patients de plus de 65 ans [22,23]. L’augmentation de la
gravité pourrait s’expliquer par la plus grande présence de comorbidités chez les patients agés
[29,30]. Par titre d’exemple, le dysfonctionnement du systeme immunitaire, beaucoup plus
fréquent chez les patients agés, est associé a des taux plus élevés d'infection a C. difficile [31].
Récemment, il a été démontré que la concentration élevée de calcium dans l'intestin favoriserait
la germination des spores de C. difficile [32]. L'absorption du calcium étant réduite avec I'age,
il est donc possible que les taux de calcium élevés dans I’intestin des patients agés augmentent
leurs risques d'ICD, mais cela n'a pas été démontré expérimentalement [33,34]. Il existe
également des changements liés a I'age dans la composition du microbiote intestinal. Chez des
patients agés, une diminution de la diversité des bactéries anaérobies et une augmentation des
espéces du Clostridioides ont été observées [35]. Ces modifications dans le microbiote
pourraient également contribuer a la sensibilité accrue des personnes agées aux ICD.

En dehors de I’age et du microbiote, I’antibiothérapie est considérée comme le facteur
de risque majeur des ICD. Les antibiotiques perturbent le microbiote intestinal, ce qui augmente
le risque de colonisation par C. difficile et d’infection [36]. Des thérapies longues, des
multithérapies et certaines classes particulieres d'antibiotiques aggravent encore le risque
d'ICD, en raison d'une perturbation importante du microbiote. Par exemple, plusieurs
antibiotiques, ou classes d'antibiotiques, ont été identifiés comme facteurs de risque important

d’ICD : clindamycine, carbapénemes, pénicillines (a large spectre) et céphalosporines [37].

Les antibiotiques, ainsi que d'autres médicaments, associés au risque d'ICD sont présentés dans
le tableau 1 [37].
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Tableau 1. Facteurs de risque thérapeutiques, liés a I'hote et cliniques associés a I'lCD [37].

Facteurs de Risque

Antibiotiques Autres médicaments
Clindamycine Antisécrétoires gastriques
Carbapénemes Antagonistes du récepteur de I'histamine-2
Céphalosporines (3e/4e gén.) Inhibiteurs de la pompe & protons
Fluoroquinolones
Peénicillines Autres
Céphalosporines (1lere/2éme gen.) Agents chimiothérapeutiques
Triméthoprime Médicaments anti-ulcéreux (non spécifiques)
Sulfaméthoxazole Anti-inflammatoires non stéroidiens
Macrolides Corticostéroides
Aminoglycosides Opiacés (utilisation lors du dernier épisode
Daptomycine d’ICD)
Tétracyclines
Vancomycine

Liés a ’hote Caractéristiques cliniques
Age > 65 ans Long séjour a I'hopital
Maladie rénale chronique Sonde d'alimentation nasogastrique
Diabeéte Admission en unité de soins intensifs
Cancer Procédures gastro-intestinales
Diagnostic d’ICD précédent

La premiere méta-analyse évaluant le risque des antibiotiques, publiée en 1998, a revélé
une association forte, et statistiquement significative, entre l'utilisation d'antibiotiques et I'ICD
[38]. En effet, il a été montré que le risque d'ICD est 6 fois plus élevé en moyenne chez les
personnes prenant une antibiothérapie que chez celles ne prenant aucun traitement antibiotique.
La prise de clindamycine, de céphalosporines et de fluorogquinolones présente le risque le plus
important d'ICD [39-41]. En milieu hospitalier, un traitement & base de clindamycine,
céphalosporines, carbapénémes, fluoroquinolones et triméthoprime/sulphonamides est associé
a un risque au moins 2 fois plus élevé d'ICD, en comparaison avec des patients n’ayant pas eu
d’antibiothérapie [41]. En milieu communautaire, ces antibiotiques sont associés a un risque
plus élevé d'ICD, de 8 a 20 fois pour la clindamycine [39,40,42] et de 3 a 5 fois pour les
céphalosporines et les quinolones [39]. Concernant les macrolides, ils sont associés a un risque
d'ICD d'origine communautaire statistiquement significatif 2 a 3 fois plus éleveé [39,40,42]. Des
risques non significatifs ont été rapportés pour la tétracycline, que ce soit pour I’'ICD d’origine
communautaire ou hospitaliére [39-41]. Il faut noter que l'association entre I'exposition aux
antibiotiques et I'lCD d'origine communautaire a été rapportée plus fréquemment aux Etats-
Unis qu’en Europe [39].

14



Des médicaments non antibiotiques peuvent également altérer le microbiote intestinal.
Tout d’abord, les antisécrétoires gastriques diminuent la diversité du microbiote dans I'intestin,
en augmentant le pH gastro-intestinal et en inhibant la croissance des bactéries bénéfiques
intestinales. Plus précisément, les inhibiteurs de la pompe a protons interferent dans la
composition du microbiote en limitant les pompes a protons bactériennes, et sont donc
soupgonnés de favoriser davantage le risque d’ICD que les antagonistes des récepteurs de
I'nistamine 2 [43]. D’autres médicaments comme les agents anticancéreux, les anti-
inflammatoires non stéroidiens, les agents neutralisant I’acidité gastrique et les corticostéroides
peuvent également augmenter le risque de développement d'une ICD [44]. Les opioides ont
également été considérés comme des facteurs de risque d'ICD. Toutefois, ces derniers sont
associés au développement de symptoémes graves et de complications de I'lCD, telles que le
mégacdlon toxique, lorsqu'ils sont pris au moment de I’infection, plutot qu’a 1’augmentation du

risque de développement d’une infection initiale [37].

Outre les médicaments, certains facteurs liés & I'hdte, certaines comorbidités et les
interventions liées aux soins peuvent également jouer un réle dans le développement d'ICD. En
dehors d’un age avancé, parmi les facteurs les plus importants figurent une maladie grave, et

un séjour prolongé a 1I’hopital ou dans un établissement de soins [45].

1.3 Epidémiologie des infections a C. difficile

1.3.1 Données actuelles sur I’épidémiologie des ICD

Les ICDs constituent la premiére cause de diarrhée bactérienne nosocomiale dans les
pays industrialisés et représentent 10 a 25 % des diarrhées post-antibiotiques et plus de 95 %
des cas de colites pseudomembraneuses. Les ICDs sont associées a une mortalité qui varie de

0,6 a 1,5 % en cas de diarrhée simple, et de 24 a 38 % en cas de formes sévéres [45-47].

De véritables épidémies d’ICD se sont développées, notamment en Amérique du Nord
et en Europe, avec I’apparition de souches dites hypervirulentes ou épidémiques de ribotype
027, qui sont a I’origine de 1’augmentation de I’incidence et de la mortalité associée aux ICD
dans les pays développés [48]. Ainsi, les ICD ont présenté une augmentation de leur incidence
au cours des 10 a 20 dernieres années, avec 1’apparition croissante d’infections en dehors des

établissements de soins (communautaires) [49], en association avec une augmentation
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importante de I’impact économique associé a I'lCD [10,50]. L’ICD a ainsi été identifiée comme
une « menace urgente » en raison de 1’augmentation récente de son incidence, sa gravité et sa

mortalité en France. (Figure 2) [51].
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Figure 2. Nombre d'hospitalisation annuel pour infection a C. difficile en France [51].

Avant les années 2000, le nombre de cas d'ICD variait Iégérement d’une année a I’autre.
Cependant, au cours de la derniere décennie aux Etats-Unis, le nombre total de cas signalés a
considérablement augmenté d'environ 25 % par an. Entre 1995 et 1999, I’incidence des ICD
dans les hopitaux de soins aigus aux Etats-Unis étaient stables, avec environ 30 & 40 cas pour
100 000 habitants. Une augmentation a 50 et 84 cas pour 100 000 habitants a été signalée
respectivement en 2001 et 2005 [52]. En 2013, 13,7 cas pour 1 000 habitants ont été observés,

avec un taux sept fois plus élevé chez les personnes agées de 65 ans ou plus [51].

Au Canada, I’incidence est passée de 3 a 12 pour 1000 patients entre 1991 et 2002, et
de 25 a 43 pour 1000 patients entre 2003 et 2004, avec une augmentation pour les cas séveres
de 9,6 % a 25,2 % entre 1993 et 2003 et pour les cas résistants au traitement de 9,6 % a 25,7 %
entre 2002 et 2004 [53]. Une tendance similaire a été observée en Europe ou I’incidence des
ICD a été estimée a 1,1 cas par 10 000 patients-jour en 2000 [54]. En 2008, cette incidence a
augmenté a 4,1 cas pour 10 000 patients-jour [55]. Par ailleurs, en 2017, le centre européen
pour la prévention et le contr6le des maladies (ECDC) a mené une étude sur les infections
nosocomiales dans les centres hospitaliers de 33 pays europeens, sur plus de 230 000 patients.
Les résultats ont permis d’estimer une prévalence des ICDs de 3,7 %, alors que le nombre de
cas d’ICD a été estimé a une moyenne de 123 997 cas par an (entre 61 018 et 284 857), avec

une mortalité attribuable de 3 % (3 700 déces attribuables par an) [56]. L’incidence variait
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largement selon les pays, pouvant aller de 12,2 cas pour 100 000 habitants en Espagne en 2007
[57], a 19,1 pour 100 000 habitants en Finlande [55]. L’incidence des ICDs est actuellement
supérieure a celle des infections a staphylocoques résistants a la méticilline (SARM) [58]. En
outre, de nombreux pays ont mis en place des lignes directrices visant a réduire les ICDs dans
les établissements de soins aigus par le biais de la gestion des antibiotiques, de la gestion des
épidémies, de la détection des cas et des précautions a prendre en cas de contact, de I'équipement
de protection individuelle et du nettoyage de l'environnement. Ces mesures ont permis de
réduire le nombre total de cas d'ICDs a I'échelle nationale. A titre d’exemple, le nombre total
de cas est passé de 476 400 en 2011 & 462 100 en 2017 aux Etats-Unis et de 198 417 en 2009 &
150 500 cas en 2015 au Canada [59,60].

En France, en mars 2006, I’Institut de Veille Sanitaire (InVS) a regu le signalement de
cas groupés d’ICD dans un établissement de santé du Nord de la France. Cet épisode a concerné
33 cas d’infections entre janvier et mai 2006 [61], d’aprés le signalement des infections
nosocomiales (SIN), systéme d’alerte et de réponse précoce imposé a tous les établissements
de santé depuis 2001. Sur la période d’étude effectuée en 2017, 23 012 SIN (100 658 patients)
ont été rapportés, dont 7,1 % correspondant a des ICDs. Dans les hdpitaux de moyen et long
séjour, I’incidence retrouvée était de 1,15 pour 10 000 patients-jour, dont 3 % présentant un état
d’infection sévére avec un taux de mortalité de 2 % [62]. En 2009, I’incidence des ICDs a atteint
2700 cas pour 100 000 antibiothérapies, dont 14 % correspondant a des formes séveres de la
maladie, et 1,15 pour 10 000 patients-jour, dont 2 % de formes séveres [63,64]. Cette incidence
dans les établissements de santé est estimée entre 0,5 et 3 cas pour 10 000 patients-jours en
2015 [65].

1.3.2 Mortalité associée aux ICD

Au Canada, une augmentation de déces liés aux ICDs a été observée entre 1984 et 2000
avec 15,3 % de plus de déceés par ICD en 2000 [66]. La mortalité associée aux ICD a subi une
forte augmentation estimée a 400 % entre les années 2000 et 2017 [67]. En Angleterre, I’ICD
a été signalée comme la principale cause de déces chez 499 patients en 1999 ; ce nombre est
passe a 2 998 en 2005 et a 3 933 en 2007 [68]. L’épidémie de 2003 au Quebec a été quant a elle
marquée par une incidence multipliée par quatre, passant de 22,2 et 25,2 cas d’ICD pour 100
000 habitants, respectivement en 1991 et 2002, a 92,2 pour 100 000 en 2003 [69]. Cette
épidemie a été associée a une mortalité importante atteignant 6,9 % des cas d’ICD et 7,5 % des
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cas supplémentaires ou I’ICD a été considérée comme facteur contributif [70]. Aux Etats-Unis,
I'ICD est associée a 15 000 a 30 000 déces par an [60]. Une étude récente a rapporté que I'lCD
est une cause d’infection nosocomiale chez les patients ventilés mécaniquement en soins
intensifs (6,6 % d'une cohorte totale de 5 852 patients) et que le choc septique est survenu chez
34,7 % des patients. Pour les patients atteints d’ICD, le taux de mortalité était élevé (25,1 %)
chez ceux en hospitalisation prolongée (23 j vs 15 j ; p < 0,001) et en soins intensifs (12 j vs 8
j; p<0,001), avec un besoin de soins qualifiés ou de suivi de réadaptation a la sortie de I'hdpital
[71]. En France, I’'ICD est considérée comme une cause attribuable de mortalité dans 1 % des
cas et une cause contributive dans 4 % des cas qui décédent un mois apres I’infection [64]. La
mortalité globale de I'infection & C. difficile varie de 2 a 6 % mais la mortalité est nettement
plus élevée chez les patients souffrant d'une maladie intestinale inflammatoire et chez ceux qui

sont admis dans les unités de soins intensifs [59].

1.4 Traitement et prévention des ICD

Apres le diagnostic d’une ICD, les premicres mesures doivent inclure 1’évaluation de la
possibilité d’arrét de 1’antibiotique en cause, ce qui pourrait suffire a la guérison des ICDs dans
25 % des formes simples [72]. En I’absence de facteur de risque et dans le cas des formes
simples d'ICD, le médecin peut attendre le rétablissement clinique spontané pendant 48 heures
sans initier un traitement spécifique. Néanmoins, 1’observation attentive de I'état clinique et des
parameétres de laboratoire (par exemple, numération leucocytaire, CRP, albumine sérique,
créatininémie) est nécessaire pour minimiser le risque de détérioration soudaine [73,74].

Les formes séveéres (forme fulminante ou compliquée) surviennent en général en cas
d'hypotension, de choc, d’iléus ou de mégacdlon. Les patients qui ne répondent a aucun critére
de gravité mais agés de plus de 65 ans ou ayant des comorbidités importantes peuvent évoluer
vers une forme d’infection trés compliquée. Le traitement de 1'lCD dans ce cas comprend un
traitement spécifique pour C. difficile, ainsi que des mesures générales, telles que le retrait ou
le changement des antibiotiques, un sevrage de certains médicaments, comme les inhibiteurs de
la pompe a protons, compte-tenu de leur lien a ’augmentation du risque de récidives, ou les

médicaments qui affectent la motilité intestinale, comme le lopéramide et les opiacés [75,76].

1.4.1 Traitement antibiotique

Les principaux antimicrobiens recommandés pour le traitement de I''CD comprennent

le métronidazole, la vancomycine et la fidaxomicine [77—79]. Récemment, le métronidazole a
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été retiré des recommandations de la IDSA et de la SHEA en raison de son moindre efficacite,
par rapport a la vancomycine particulierement au cours des ICD sévéres [77,78], mais cet
antibiotique reste dans les recommandations de 'ESCMID [80], ainsi que dans les lignes
directrices mises a jour par la « Australian Society for Infectious Diseases » (ASID) [79]. En
plus de ces antimicrobiens, plusieurs agents ont été developpés pour le traitement des ICDs,

certains d'entre eux (Ridinilazole) étant actuellement en cours d'essais cliniques [81,82].

Le métronidazole appartient a la classe des nitroimidazolés. 1l est activé par une réaction
réductrice au sein de la cellule, qui se traduit par I'accumulation de radicaux libres, qui
déstabilisent I'ADN et tuent les bactéries [83]. C'est un agent antimicrobien a large spectre qui
est efficace contre diverses bactéries anaérobies [84]. Comparativement a la vancomycine et a
la fidaxomicine, le métronidazole est un antibiotique privilégié pour le traitement de I'ICD en
France et dans les pays en développement. Son spectre d’action présente cependant un
inconvénient, car il inhibe également diverses bactéries du microbiote intestinal, empéchant
ainsi le rétablissement d'un microbiote intestinal sain [85]. Initialement, le métronidazole était
considéré comme un médicament moins efficace que la vancomycine pour le traitement des
ICDs [86]. En effet, des études récentes suggerent que le métronidazole pourrait étre moins

efficace dans les cas d’ICDs moderées et séveres [87].

La vancomycine est un antibiotique glycopeptidique. Il cible le dipeptide D-Ala-D-Ala,
faisant partie des sous-unités du peptidoglycane, et inhibe la synthése de la paroi bactérienne
[88]. La vancomycine est hautement efficace contre les bactéries a Gram positif et un
antibiotique de choix pour le traitement des infections contre les bactéries a Gram positif
résistantes aux antibiotiques, telles que Staphylococcus aureus résistant a la méticilline
(MRSA) [89]. Généralement, la vancomycine est administrée par voie parentérale en raison de
sa faible biodisponibilité [88]. Pour le traitement des ICDs, la faible biodisponibilité orale de la
vancomycine est un avantage, puisqu’elle peut étre administrée par voie orale, tout en
conservant une concentration élevée dans la lumiére colique avec moins d’effets indésirables
systémiques. La vancomycine possede également une activité limitée contre les agents
protecteurs du microbiote intestinal, contrairement au métronidazole [90]. L'inconvénient
majeur du traitement a la vancomycine est 1’augmentation du risque de développement de

résistance a la vancomycine par les Enterococcus suite au traitement [91,92].
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La fidaxomicine est le premier membre du groupe macrocyclique des antibiotiques. Elle
est spécialement utilisée pour le traitement des ICDs et posséde de nombreux avantages, telles
qu'une faible biodisponibilité orale et une activité limitée contre le microbiote intestinal [93,94].
Comparativement a la vancomycine, la fidaxomicine est associée a moins de récidives apres le
traitement. Elle est actuellement recommandée par I'DSA et la SHEA comme un traitement de

premiere intention pour tous les cas d’ICDs chez les patients adultes [95,96].

En plus de ces trois principaux antibiotiques, d’autres agents antibactériens ont été
évalués pour le traitement des ICDs. La rifaximine est un antibiotique proche de la famille de
la rifampicine, qui a été modifié pour avoir une faible biodisponibilité orale, limitant son effet
systémique [97]. Une étude a montré que sept patients sur huit ont guéri sans récidive apres 2
semaines de traitement a la rifaximine [98]. Le cadazolide, trés similaire au linézolide, est aussi
un agent spécialement concu pour le traitement des ICDs. Contrairement a la rifaximine et a la
rifampicine, il n’existe pas de résistance croisée entre le cadazolide et le linézolide [99,100].
Néanmoins, les essais cliniques de phase 3 ont montré que le cadazolide a une efficacité
inférieure a celle de la vancomycine et son avenir dans le traitement des ICDs est désormais

incertain [81].

1.4.2 Anticorps monoclonaux

Le suivi des patients ayant subi une ICD a permis de mettre en évidence que ceux
capables de produire des anticorps contre les toxines de C. difficile sont moins susceptibles de
développer une récidive [101]. Cette observation a conduit au développement d'anticorps
monoclonaux contre les toxines TcdA et TcdB de C. difficile comme moyen de prévention des
ICDs. Cependant, seul I'anticorps monoclonal anti-TcdB a été commercialisé sous le nom de
bezlotoxumab [102].

1.4.3 Autres traitements médicaux de I'lCD

Compte-tenu des limites de 1’antibiothérapie dans le traitement des ICDs, il a été suggéré
que les approches non antibiotiques pour le traitement pourraient donner de meilleurs résultats.
Le bezlotoxumab en est un exemple réussi [102], bien qu'il ne soit utilise que pour la prévention
des récidives et non pour le traitement des ICDs [77,78]. Le Tolevamer est un autre composé
testé dans ce contexte. C’est un grand polymere soluble qui lie et neutralise les toxines de C.

difficile in vitro [103]. Ce polymeére ne présente pas de propriétes antimicrobiennes et ne devrait
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pas interférer avec la récupération d'un microbiote intestinal sain. Cependant, un essai clinique
randomiseé a rapporté que le Tolevamer est nettement moins efficace que la vancomycine et le

métronidazole (p < 0,01). Ainsi, il n’était pas approuvé comme un traitement des ICDs [87].

1.4.4 Transplantation de microbiote fécal

L'altération du microbiote intestinal sain est la clef de vodte de la pathogenése des ICDs.
La transplantation de microbiote fécal (FMT) a été proposée comme un moyen de restaurer le
microbiote intestinal chez les patients atteints d'ICD [104]. Cette approche est recommandée
chez les patients presentant de multiples récidives [78]. La FMT a une efficacité elevée, puisque
13% de patients développent des recidives et nécessitent une deuxiéme transplantation [105].
Toutefois, la FMT présente un risque potentiel élevé de transmission d'agents pathogenes des
donneurs aux receveurs, comme, par exemple, la transmission potentielle du coronavirus 2 du
syndrome respiratoire aigu sévere (SARS- CoV-2) [106]. Pour minimiser ce risque, des
protocoles de dépistage de pathogenes potentiels sur des matiéres fécales doivent étre appliqués
dans les centres de santé dispensant des FMT [104-106].

1.4.5 Intervention chirurgicale pour ICD

Bien que la plupart des cas d'ICD puissent étre prises en charge médicalement par les
méthodes décrites ci-dessus, certains patients peuvent développer des complications graves
nécessitant une intervention chirurgicale [107]. L'intervention chirurgicale de référence est la
colectomie, qui implique I'ablation de la partie infectée du tissu colique par C. difficile [77,79].
Il est suggéré que l'identification rapide des patients nécessitant la chirurgie et I’intervention

précoce peuvent considérablement améliorer les résultats postopératoires [107].

1.4.6 Autres stratégies de traitement et de prévention

Plusieurs stratégies de traitement et de prévention des ICD sont en cours d'élaboration.
Des études préliminaires ont suggéré que les souches non-toxinogénes peuvent empécher la
colonisation des souches toxinogénes. Ceci a permis de suggerer que les souches non-
toxinogenes pourraient servir de mesure préventive contre les ICDs en transférant tout le
contenu fécal, comme dans la FMT, de patients porteurs de souches non toxinogénes vers des
patients présentant une infection par une souche toxinogene [108]. Cette stratégie permettrait

d’administrer des espéces bactériennes protectrices dans 1’intestin [109].
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Concernant la prévention des ICDs, des stratégies vaccinales sont actuellement a
I’étude. Des vaccins contre les toxines de C. difficile ont été développés et ont montré une
protection contre I’effet toxique sur I’épithélium intestinal et les signes cliniques associés
[110,111]. Malheureusement, Sanofi a arrété récemment le développement de ces vaccins
probablement a cause d’une faible efficacité. En revanche, en mars 2022, Pfizer a annoncé les
résultats de l'essai CLOVER (CLOstridium difficile Vaccine Efficacy TRial), une étude de
phase 3 évaluant son candidat vaccin contre C. difficile (PF-06425090) dans la prévention de
I'ICD. Les analyses initiales ont indiqué un bénéfice tres favorable dans la réduction de la
gravité de I'lCD [112] D’autres approches vaccinales ciblant les facteurs de colonisation de C.
difficile ont été également étudiées et ont montré une protection partielle contre la maladie
[113,114].

1.4.7 Recommandations thérapeutigues

i.  Traitement d'un premier épisode des ICDs
Le traitement de choix pour le premier épisode d’ICD est la vancomycine [115]. La
posologie recommandée est de 125 mg toutes les 6 heures par voie orale (PO) ou par sonde
nasogastrique. La vancomycine est commercialisée en gélules de 250 mg. Cette forme est peu
disponible et colte plus cher que la forme intraveineuse (IV) [116]. La solution reconstituée est

stable au réfrigérateur plus de 14 jours [117].

Le métronidazole a été utilisé pour le traitement des ICD bénignes. Cependant, les
directives IDSA 2018 [118] ne le recommandent pas sur la base des résultats de deux études
randomisées qui ont montré la supériorité de la vancomycine par rapport au métronidazole en
termes de guérison clinique mais aussi concernant le taux des récidives [86,87]. La posologie
du métronidazole est de 500 mg toutes les 8 heures par voie orale. Le métronidazole peut étre
utilisé par voie intraveineuse (500 mg toutes les 8 h) si la voie orale est inutilisable et pour les
cas graves puisgque le médicament est excrété par la bile, atteignant des concentrations fécales
thérapeutiques. La dose de métronidazole doit étre diminuée de moitié (250 mg/8 h) en cas
d'insuffisance hépatique ou rénale sévere (clairance de la créatinine < 10 mL/min).
Contrairement & la vancomycine prise par voie orale, I'absorption du métronidazole est éleveée,
avec un risque accru d'effets systémiques indésirables, généralement traduits par une

intolérance digestive. Les traitements prolongés ne sont pas recommandés avec le
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métronidazole en raison du risque de neurotoxicité. 1l est également contre-indiqué chez la

femme enceinte (premier trimestre) et en période d'allaitement [119].

La fidaxomicine est un antibiotique macrocyclique non résorbable qui agit en inhibant
I'ARN polymérase bactérienne. Cette molécule a montré un taux de récidives inférieure a celui
obtenu avec la vancomycine, avec un taux de guérison similaire. C’est pourquoi il n’est
considéré comme un traitement initial des ICD [120-122]. Un autre inconvénient de cette
molécule est son prix plus cher que celui de la vancomycine, méme si certaines études ont
montré sa rentabilité [123,124]. La posologie de la fidaxomicine est de 200 mg toutes les 12
heures par voie orale. La durée du traitement pour un premier épisode des ICD est de 10 jours.
Dans les cas ou il y ait une amélioration clinique mais sans résolution complete des symptdmes,

la durée peut étre prolongée jusqu’a 14 jours [77].

ii.  Traitement des ICD fulminantes

Le traitement de choix est la vancomycine a posologie plus élevée, 500 mg toutes les 6
heures par voie orale, associée a une dose de 500 mg de métronidazole IV toutes les 8 heures
[77]. Cette stratégie diminue la mortalité des cas des ICD fulminantes [125]. Si le patient ne
répond pas a I’association vancomycine/métronidazole, d'autres traitements peuvent étre
proposés, tels que la fidaxomicine et les immunoglobulines 1V. Cependant, I’efficacité de ces
traitements n’a pas été validée par des essais cliniques. Comme indiqué précedemment, dans
certains cas, une intervention chirurgicale est nécessaire et une colectomie subtotale avec

préservation du rectum serait recommandée [126].

iii.  Traitement des récidives

Environ 25 % des patients traités par la vancomycine présentent une récidive, chaque
récidive augmentant le risque de survenue d’une nouvelle récidive [127]. Les patients ages de
plus de 65 ans avec des comorbidités nécessitant un traitement antibiotique sont plus
susceptibles de présenter un nouvel épisode d’ICD. Avant un deuxiéme épisode, deux stratégies
de traitement sont souvent proposées : un traitement de courte durée (10-14 jours) ou un
traitement de longue durée. La premiere stratégie nécessite ’utilisation de la fidaxomicine, qui
réduit le risque de présenter de nouvelles récidives [127]. La seconde stratégie consiste a utiliser
la vancomycine, soit avec une diminution des doses ou avec une administration toutes les 72
heures pendant 4 a 6 semaines. Le traitement a dose faible de vancomycine consiste a

administrer PO une dose de 125 mg toutes les 6 heures pendant 10 a 14 jours, suivie de 125 mg
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toutes les 12 heures pendant une semaine, 125 mg par jour pendant une semaine, 125 mg toutes
les 48 heures pendant une semaine et enfin 125 mg toutes les 72 heures pendant deux semaines
[77]. Pourtant, ces recommandations sont actuellement en cours de réévaluation [128]. Dans le
but de mettre au point le traitement optimal des ICDs récurrentes, une étude multicentrique
incluant 86 hopitaux Européens avec des patients agés de plus de 60 ans présentant, soit avec
un premier épisode d’ICD, soit en récidive a montré une supériorité d'un traitement prolongé a
la fidaxomicine (200 mg toutes les 12 heures durant 5 jours, puis 200 mg tous les deux jours
pour une durée de 7 a 25 jours) par rapport au traitement conventionnel a la vancomycine (125

mg toutes les 6 heures pendant 10 jours) [129].

iv.  Résistance de C. difficile aux antibiotiques

C. difficile n’est que rarement résistante aux antibiotiques utilisés pour le traitement des
ICDs [130]. Cependant, de nombreux cas de résistance de C. difficile au métronidazole et a la
vancomycine, et d’échec au traitement antibiotique, ont été rapportés dans différentes régions
du monde ces derniéres années. Aux Etats-Unis, entre 2007 et 2011, 13 % des souches testées
étaient résistantes au métronidazole [131].En Europe, une surveillance longitudinale de la
résistance aux antibiotiques des ribotypes prévalents de C. difficile a montré que 0,11 % des
souches testées étaient résistantes au métronidazole et 2,29 % resistantes a la vancomycine
[132].

Cependant, une résistance naturelle a de multiples autres antibiotiques (dont les pénicillines,
les céphalosporines, les aminoglycosides, la clindamycine, les fluoroquinolones) permet a C.
difficile de survivre a leur exposition alors que le microbiote intestinal protecteur périt [133].
De nombreuses études ont décrit 1’association entre la résistance aux antibiotiques et
I'apparition des ICDs, infections alors causées par des souches de C. difficile résistantes aux
médicaments [134-136]. A titre d’exemple, la résistance des souches épidémiques 027 est
considéré comme 1’'un des facteurs impliqués dans leur émergence et leur propagation en

Amérique du Nord, en Europe et dans le monde [137].

Les mécanismes de résistance documentés a plusieurs classes d’antibiotiques sont résumés dans

le tableau 2.
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Tableau 2. Résumé des mécanismes de résistance aux antibiotiques chez C. difficile.

Antibiotiques

Mécanismes de résistance

Déterminants

génotypiques

Inhibiteurs de la synthése de la paroi cellulaire

Pénicillines/céphalosporines Résistance intrinseque due alaclasse D | cdd1 and cdd2 [138]
de béta-lactamase

B-lactamines/inhibiteurs de B- | Inconnu/aucune preuve de résistance N/A

lactamases

Carbapénémes Altération de liaison de la pénicilline | phpl et pbp37[139]
aux protéines PBP 1 et 3

Monobactames Résistance intrinseque N/A

Glycopeptides Altération du dipeptide D-Ala-D-Ala | vanB [140]

nhibiteurs de la synthése des protéines

Aminoglycosides

Résistance intrinseque

MLSg

Méthylation de I'ARNr 23S

Mutation ponctuelle sur I'ARNr 23S

Troncation des protéines ribosomales
L4 et L22

Genes de classe erm (erm (B))

ARNTF 23S+

rpID et rplV
[141]

Tetracyclines

Production de protéines protectrices

Geénes de la famille tet (tetM,
tetw) [141]

Oxazolidinones

Méthylation de I'ARNr 23S
Altération de la protéine ribosomique
L3

cfr [142]

rplC" [99]

Phénicols

Enzymes modificatrices de

médicaments

Genes de la famille des chats
(catD/catP) [141]

Agents ciblant les acides nucléiques

Fluoroquinolones Altération de I'enzyme gyrase gyrA and gyrB' [143]
Rifamycines Altération de  l'enzyme  ARN | rpoBf[141]
polymérase

Nitroimidazoles

pCD-METRO plasmid [144]

Agents de ciblage de la membrane cellulaire

Daptomycine

Inconnue

N/A

Polymyxines

Résistance intrinseque

N/A

MLSB, antimicrobiens macrolide-lincosamide-streptogramine B

+mutations sur les génes chromosomiques.
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1.4.8 L’impact économique des ICD

Le surcolt financier lié aux ICD est significatif pour les établissements de santé. En
effet, une épidémie a C. difficile peut entrainer la mise en place de mesures spécifiques
d’hygiéne et/ou d’isolement, la fermeture temporaire des services impliqués, ainsi qu’une
augmentation de la durée d’hospitalisation [145]. En Europe, I’augmentation de 1’incidence et
de la sévérité des ICD suite a I’émergence des clones épidémiques, en particulier des souches

de ribotype 027, a été accompagnée d’une augmentation des cofits des soins [146] (Figure 3).

. Antimicrobial
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. Laboratory
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Figure 3. Répartition des codts des infections & C. difficile dans certains pays d’Europe. Le codt des ICD est principalement
lié a la durée d’hospitalisation dans tous les pays européens faisant part de I’étude. En revanche, et d’une maniére intéressante,
le colt des antibiotiques utilisés pour le traitement des ICD ne représente que 1 % en moyenne du cot total de I’infection, sauf
en Irlande ou ce colt atteint 13,3 % du cotit total. Les autres cotts des ICD sont liés a plusieurs autres mesures dont I’isolement
des patients, le diagnostic, les mesures d’hygiéne et les interventions chirurgicales [147].
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Selon les estimations, le codt des traitements associés aux ICD en Ameérique du Nord
s’éléverait a 3,2 milliards de dollars ($) pour les systémes de santé [148]. Aux Etats-Unis, le
fardeau économique annuel des ICDs sur le systeme de soins de santé est estimé a pres de 4,8
milliards de dollars par an en co(ts excédentaires dans les établissements de soins aigus, avec
un colt moyen de 24 400 $ par cas [146,149]. La plupart de ces codts a eté attribuée a des
épisodes primaires d’ICD, avec un cotit de 12 607 $ par cas [150]. En Europe, les cotits d’ICD
sont estimés, en général, entre 5 798 et 11 202 euros (€) par cas, mais les données ne sont
disponibles que pour six pays Européens (Irlande, Angleterre, Allemagne, Espagne, France et
Italie) [151].

Une étude en 2017 au Royaume-Uni estime que le codt moyen du traitement d’un patient
atteint d'une ICD est a 7 500 livres Sterling (£) (8 600 € environ), contre 2 800 £ (3 200 €
environ) pour les patients souffrant d'autres maladies. Selon le « National Health Service »
(NHS) en Ecosse, une étude effectuée sur une période d'un an, s’étalant entre octobre 2015 et
octobre 2016, a permis d’estimer un colt de 8 650 000 £ pour le traitement de 1 150 patients
agés de plus que 15 ans ayant une ICD. De plus, les codts supplémentaires, ainsi que le colt de
base d'un lit d'hdpital et de soins médicaux normaux, ont augmenté le co(t total de traitement a
1955 000 £ [152]. En Angleterre, les cotts d’ICD estimés oscillent entre 5 000 et 15 000 € par
cas [119]. En France, le surcott varie de 1 666 a 5 867 € par cas d’ICD [153]. Dans une étude
de Le Monnier et al., le surcofit li¢ aux rechutes d’ICD est estimé & 7 514 € par cas (9,5 millions
d’euros en 2011 dans les 12 hopitaux concernés dans 1’étude), ce qui est équivalent & 12,5 %
du coiit d’ICD total estimé dans cette étude [154]. Ces codts éleves sont en grande partie liés a
la nécessité d'isolement des patients, a un traitement colteux, et a la prolongation des durées de
séjours hospitaliers. En effet, le surcott lié a la prolongation de la durée d’hospitalisation
représente entre 43,2 et 95,6 % du codt total des ICD (Figure 3) [147].

1.4.9 Distribution des ribotypes de C. difficile en Europe

L'étude européenne sur l'infection a C. difficile et I'étude EUCLID sont deux grandes
enquétes européennes visant a décrire I'épidémiologie de I'ICD, y compris la prévalence, le
diagnostic et la distribution des ribotypes [55,155,156]. La premiere étude européenne sur C.
difficile a été réalisée en 2008 au sein de 106 laboratoires de 34 pays [55]. L'incidence des ICD
et la distribution des ribotypes variaient considérablement entre les hopitaux. Les auteurs ont
pu différencier 65 ribotypes (RT) parmi 389 isolats de C. difficile. Une des conclusions de cette
étude était que le RT 027 n'était pas prédominant en 2008 et qu’il ne représentait que 5 % des
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isolats. Les ribotypes les plus courants étaient alors les ribotypes 014/020 (16 %), 001, (9 %) et
078 (8 %). Quelques ribotypes semblaient se propager au niveau régional, comme le RT 106,
principalement décrit au Royaume-Uni et en Irlande. L'étude EUCLID, réalisée en 2012-2013,
a inclus 482 hdpitaux de 19 pays européens [156]. Son objectif était d'évaluer la diversité de la
répartition des RT en Europe. La diversité de RT retrouvée était plus élevée que dans I'étude

précedente, avec 125 RT identifiés parmi 1196 isolats.

Le RT le plus courant était le RT 027 (19 %), soulignant la propagation rapide de ce
ribotype a I'echelle mondiale [155]. La comparaison avec les données de 2008 a indiqué une
différence dans la variation de la prévalence du RT 027 au Royaume-Uni et en lIrlande
(prévalence décroissante) par rapport aux pays situes a I’Est de I'Europe (prévalence croissante).
Les RT 001/072 (11 %) et 014/020 (10 %) étaient respectivement les deuxiéme et troisieme RT
les plus répandus, conformément a I'étude de 2008, mais la prévalence du RT 078 a chuté de 8
% en 2008 & 3 % en 2012-2013. La distribution des RT était pays dépendante [156] (Figure 4).

Overall ribotype prevalence -5:- da ™ n
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Figure 4. Distribution géographique des ribotypes PCR de C. difficile, par pays européen participant, EUCLID 2012-et
2013 (n = 1196). Les disques montrent la proportion des ribotypes les plus courants par pays. Le nombre situé au centre des
disques représente le nombre d’isolats typés dans le pays [156].
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Une etude en Espagne en 2010 sur 807 échantillons de selles a rapporté que les RT
014/020, 001 et 078/126 étaient les plus répandus (respectivement 20,5 %, 18,2 % et 18,2 %)
et n’a pas permis de détecter le RT 027 [157]. Au Portugal, le RT 027 était cependant
prédominant avec 18,5 % sur la totalité des souches détectées. Le RT 014 était le deuxieme plus
fréquent (9,4 %) et la prévalence des RT 126 et 078 était faible (3,8 % et 2,8 % respectivement).
Les auteurs décrivait une grande hétérogénéité de la distribution des RT a travers le pays avec
une plus grande diversité dans le nord et une moindre prédominance du RT 027 [158].

En France, une étude multicentrique menée en 2009 dans 78 établissements de santé a
montré que le RT le plus fréquent était le 014/020/077 (18,7 %), suivi du 078/126 (12,1%) [64].
La prévalence des souches RT 027 était faible (3,1 %), et celles-ci n'étaient isolées qu'au Nord
de la France, ou I'émergence du RT 027 a été décrite pour la premiere fois en 2006 [159,160].
En conclusion, les RT 014/020 et 001/072 sont présents dans presque tous les pays européens
alors gu’il existe une spécificité nationale ou régionale pour d'autres RT. La diversité des RT

est toujours en augmentation significative dans toute I'Europe.

1.4.10 Particularités des souches épidémiques PCR-ribotype-027

Depuis le début des années 2000, en Amérique du Nord puis en Europe, 1’augmentation
des cas d’ICD associés a un fort taux de morbidité et de mortalité a été attribuée a une souche
particuliere, épidémique et qualifiée d’hypervirulente [PCR ribotype 027, PFGE type NAP1
(North American pulsed field gel electrophoresis type 1), toxinotype Il1]. La premiere souche
027 (CD196), non épidémique, a été isolée en 1985 [161,162]. En 2002, une épidémie
provoquée par une souche 027 a eu lieu au Canada, provoquant un nombre important de déces
a Montréal. Cette souche a ensuite €té isolée en 2005 chez des patients répartis dans plusieurs
pays a travers le monde, y compris aux Etats-Unis et en Australie [163,164]. L’apparition de ce
clone hypervirulent a été a 1’origine de plusieurs vagues épidémiques séveres et ce clone est

devenu une bactérie redoutée en milieu hospitalier [165].

L’« hypervirulence » de la souche 027/NAP1/BI est attribuée, d’une part a la
surproduction de toxines TcdA et TcdB, et plus particulierement par la production de la toxine
binaire, et, d’autre part, @ une augmentation de la production de spores et une résistance aux
antibiotiques, notamment aux fluoroquinolones [165,166]. La résistance aux fluoroguinolones
est liee a la présence de 7 mutations ponctuelles au niveau du gene de I'ADN gyrase. La souche
027/NAP1/BI possede deux transposons conjugatifs uniques, dont 1’un (CTn-027) codant un
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géne de résistance au chloramphénicol. Une analyse génomique comparative entre la souche
épidémique 027 R20291 et la souche 630 de PCR-ribotype 012 (souche clinique de référence,
dite non hypervirulente), montre que la souche RT 027 posséde 234 génes supplémentaires,
ainsi que 47 geéenes uniques, et absents chez les autres souches connues. Parmi ces génes
supplémentaires, on retrouve les génes des toxines, des génes de résistance aux antibiotiques,

des genes flagellaires et des genes régulateurs spécifiques [165].

1.5 Manifestations clinigues

L'ICD peut étre asymptomatique ou peut se manifester par une légére diarrhee

spontanément résolutive ou une diarrhée sanglante sévere [133].

1.5.1 Formes asymptomatigues

Il est important de différencier la colonisation et le portage. Ce dernier est défini comme
un hébergement de la bactérie dans le microbiote intestinal, sans symptomes d’ICD, alors que
la colonisation fait partie du processus pathologique de IP’ICD [167]. Le portage
asymptomatique est retrouvé dans la population en établissements de santé et en communaute,
et il peut se faire par des souches toxinogénes ou non toxinogenes [168,169]. Environ 3 % des
adultes sont porteurs asymptomatiques de C. difficile [168]. Ce pourcentage augmente en
fonction de la durée de séjour hospitalier et de 1’exposition aux antibiotiques, et peut atteindre
20 & 25 % chez les adultes hospitalisés [170,171].

Il a été également rapporté que le taux de portage asymptomatique chez les enfants
jusqu’a I’age de deux ans peut atteindre 70 a 80 %, dont 63 % sont porteurs de souches

toxinogenes au sein de la population de nouveau-nés [172,173].

1.5.2 Diarrhée associée aux antibiotiques (DAA)

L'ICD survient généralement apres une antibiothérapie, mais peut également survenir
chez des patients sans aucun antécédent d’antibiothérapie [174,175]. La DAA fait référence a
un épisode diarrhéique qui apparait comme une complication de l'utilisation des antibiotiques.
Elle peut étre directe, due a un effet secondaire d'un antibiotique, en particulier avec les
antibiotiques a large spectre tels que les pénicillines, les céphalosporines, les fluoroguinolones
et la clindamycine, ou indirecte, comme c’est le cas de 1I’ICD [38]. Elle survient en effet lorsque
les antibiotiques perturbent le microbiote intestinal, permettant ainsi aux spores de C. difficile

de germer et de provoquer 1’infection.
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Les symptdmes des DAA associées aux ICD comprennent des diarrhées aqueuses
Iégeres a modérées (< 6 selles / jour), apparaissant typiquement 48 a 72 heures aprés 1’infection.
Les diarrhées sont freqguemment accompagnées de douleurs abdominales, de fiévre, de nausées,
de léthargie et de déshydratation. Les symptdomes peuvent également survenir plusieurs

semaines apres I’arrét des antibiotiques et de 1’infection a C. difficile elle-méme [171,176].

1.5.3 Colites pseudomembraneuses (CPM)

Une colite grave due & une ICD peut se compliquer d’une déshydratation, d’un
mégacolon toxique, d’une perforation de I’intestin, d’une hypotension, d’une insuffisance
rénale, d’un sepsis et méme d’un déces. L’endoscopie confirme le diagnostic de CPM, révélant
une muqueuse colique recouverte de plaques surélevées jaunatres (pseudomembranes) éparses
ou confluentes selon le stade de la maladie (Figure 5). L’analyse histologique des biopsies de
ces pseudomembranes met en évidence une nécrose superficielle de la muqueuse, un exsudat
fibrino-leucocytaire et une accumulation de débris tissulaires et de mucus [177]. Les
pseudomembranes, observées chez 30 a 85 % des patients, sont souvent considéréees, malgré le
manque de preuves, comme un facteur de risque d’ICD sévere. Dans une étude récente, une
association a été démontrée entre I’hyperleucocytose (> 20 000 leucocytes/mL) et la formation
de ces fausses membranes, ce qui suggere que les patients atteints de CPM pourraient étre
capables de développer une réponse immunitaire rapide [177]. En effet, des patients recevant
des immunosuppresseurs sont moins exposes a la formation de pseudomembranes [177,178].

D’autres données suggérent que leur présence de CPM a peu d’impact sur le pronostic
d’ICD [179] . Ces données remettent aussi en question I'utilité d'une endoscopie basse comme
outil de diagnostic chez des patients ayant une ICD confirmée par d’autres moyens. Le recours

a cet acte invasif ainsi qu’aux dépenses qui lui sont associées peut ainsi étre réduit [177].
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Figure 5. Pseudomembranes a I’examen endoscopique du célon [180].

1.5.4 Mégacodlon toxigue

Les formes sévéres de mégac6lon toxique, pour lequel le diamétre du cdlon transverse
dépasse 6 cm, peuvent aboutir a une perforation colique avec un choc septique nécessitant le
recours & la chirurgie [181]. La colite fulminante est une forme tres sévére qui se developpe
chez environ 4 a 10 % des cas d'ICD [182]. Cette forme, peu fréquente, représente une entité
clinique distincte avec une réponse inflammatoire systémique et un dysfonctionnement
multiviscéral. Elle est caractérisée par une hypotension, une augmentation du taux d’acide
lactique, un état de choc, un iléus complet ou un mégacolon toxique. Le taux de déces dans ce
cas est de 50 % [183,184].

Différents facteurs ont été décrits comme étant associés a une ICD séveére, mais
I'absence de définition standardisée et les limites méthodologiques rendent la prédiction de la
sévérité des ICD difficile et peu fiable [185].

1.5.5 Indices de gravité de ’ICD

La numération des leucocytes et le taux de créatinine ont eté adaptés par la Infectious

Diseases Society of America (IDSA) et la Society for Healthcare Epidemiology of America
(SHEA) comme critéres pour évaluer le niveau de gravite d’ ICD. L’ICD légere ou modérée est
définie par un taux de leucocytes inférieur a 15 000 /ml et un taux de créatinine sérique inférieur
a 1,5 fois le taux normal. Une ICD est dite sévere si le taux de leucocytes est supérieur a 15 000
/ ml ou si le taux de créatinine sérique est supérieur ou égal a 1,5 fois le taux retrouvé avant

I’infection [77,186]. Une ICD sévere et compliquée fait référence a des cas avec hypotension,
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choc, ileus ou mégac6lon. Ces critéres permettent d’orienter vers le meilleur choix
thérapeutique, cependant, d'autres criteres comme I'age, la température corporelle, les
comorbidités, I’albumine sérique, le taux de lactate sérique et d’autres facteurs pourraient jouer

un role déterminant dans 1’évolution des ICD [77,187].

1.5.6 Récidives

L'ICD est particulierement difficile a traiter en raison de son taux éleve de rechute. Les
récidives peuvent survenir en général 3 jours a 8 semaines aprés D’arrét du traitement
antibiotique du premier épisode de diarrhée a C. difficile. Les rechutes peuvent étre multiples,
ainsi le risque d’une seconde récidive serait de 65 % [188].

Dans une étude au Québec, la proportion de patients ayant présenté au moins une rechute
était de 28,8 % chez les patients traités par métronidazole et 27,7 % chez ceux traités par
vancomycine [189]. Une étude plus récente en 2015 a relevé un taux de premiére rechute de
13,5 % dans la communauté et de 20,9 % chez des patients en soins de santé [190]. Les facteurs
de risque de récidive comprenaient un age de 65 ans ou plus, la présence d’une maladie sous-
jacente grave ou fulminante déterminée par l'indice de Horn, I’utilisation supplémentaire
d'antibiotiques apres I'arrét du traitement par le métronidazole ou la vancomycine pour I'épisode
initial d'ICD et une faible concentration sérique d' immunoglobulines G (IgG) anti-toxine A
[189,190].

1.6 Diagnostic des ICD

Un diagnostic précoce d'ICD est essentiel & la mise en place du traitement ainsi qu’a la

surveillance épidémiologique afin de prévenir la transmission nosocomiale. L'ICD est causée
uniquement par des souches de C. difficile productrices des toxines. Ainsi, le diagnostic est
fondé sur la détection de la bactérie ou de ses toxines. A noter qu’il est déconseillé d'effectuer

des études chez des patients asymptomatiques ou en post-traitement [191,192].

Les techniques de référence pour le diagnostic microbiologique des ICDs sont a) la
culture toxigenique, une technique qui permet la détection des toxines in vitro, et b) le test de
cytotoxicite, qui permet la détection des toxines in vivo [80]. Il s'agit de techniques lentes,
laborieuses, colteuses et qui nécessitent un personnel formé. C'est pourquoi elles ont été
remplacées par des tests plus rapides, qui détectent I’enzyme glutamate deshydrogénase (GDH)

bactérienne et les toxines (TcdA, TcdB ou les 2 toxines). Le diagnostic optimal repose sur
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I'application d'un algorithme a plusieurs étapes : détection de la GDH simultanée ou non avec
les toxines et confirmation ultérieure par des techniques moléculaires. Une autre alternative
utilisée pour le diagnostic consiste a détecter des marqueurs biologiques, tels que la lactoferrine
ou la calprotectine, afin d’¢largir le dépistage. Cependant, dans les dernieres directives de la
IDSA et de la SHEA, la lactoferrine et la calprotectine ne sont pas validées comme des

marqueurs fiables pour le diagnostic des ICDs [77,193].

1.6.1 Test de cytotoxicité

Le test de cytotoxicité (TC) consiste en une inoculation de 1I’échantillon de selles filtré

sur une monocouche cellulaire des lignées Vero, HeLa ou Hep-2. Apres 48 a 72 heures, les
cultures sont observées pour évaluer le changement de la morphologie cellulaire qui pourrait
avoir lieu sous I’effet de la toxine TcdB). En effet, TcdB induirait un arrondissement des
cellules [194]. C'est une technique sensible, mais non spécifique, puisque I'effet cytopathique
pourrait étre lié a d'autres facteurs. Cependant, la confirmation de la spécificité est obtenue en
répétant le test avec I'ajout d'un antiserum spécifique dirigé contre C. difficile. Cette technique
est sensible et spécifique, et peut permettre de détecter d'autres toxines clostridiales. Cependant,
un effet cytopathique non spécifique (non neutralisé par I'antisérum) peut étre observé dans
environ 2 % des cas, rendant toute interprétation impossible. De plus, cette technique souffre
d’un manque de standardisation des conditions de collecte et de stockage des échantillons, ce
qui risque de générer des résultats faux positifs. La complexité de l'utilisation des lignées
cellulaires et le délai (48-72 h) ne permet pas de considérer cette technique comme un test de
choix dans le diagnostic des ICDs [195].

1.6.2 Culture toxigénigque

La culture toxigénique consiste a réaliser I'isolement de C. difficile a partir des feces des
patients suspectés d’étre infectés. Il existe actuellement des moyens de culture sélective qui,
aprés une incubation d'au moins 48 h en conditions anaérobies, permettent d'isoler la bactérie
[196]. La société francaise bioMérieux commercialise un milieu chromogénique (CLO) congu
pour isoler et identifier C. difficile apres 24 h d’incubation avec des rendements optimaux par
rapport aux milieux classiques comme la gélose fructose-cyclosérine-céfoxitine (gélose CCFA)
décrite par George et al., en 1979 [197]. La sensibilité obtenue avec les milieux CLO et CCFA
est estimée respectivement a 74,1 et 87 % a 24 h et a 85,2 et 70,4 % a 48 h d'incubation [198].
Une fois le micro-organisme isolé, il doit étre identifié par les techniques microbiologiques
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disponibles (coloration de Gram, morphologie des colonies, odeur, fluorescence sous UV...).
Aprés l'identification de C. difficile, il est nécessaire de détecter sa capacité a produire les
toxines TcdA et TcdB par des techniques immunologiques ou moléculaires, qui seront décrites
plus bas, ou encore par un test de recherche des genes codant les toxines via des méthodes

d’amplification des acides nucléiques (NAAT nucleic acid amplification test) [167].

Le test de cytotoxicité et la culture toxigénique sont les techniques idéales pour développer de

nouvelles méthodes de détection et réaliser des études épidémiologiques.

1.6.3 Détection des toxines TcdA/TcdB par des techniques

immunologiques

C'est le test le plus utilisé dans les laboratoires du fait de sa sensibilité et sa spécificité
élevées. Les dosages immuno-enzymatique (EIA) et immunochromatographique (TIC) sont
disponibles sous forme de plaques a puits ou de membranes facilitant la manipulation des
échantillons et I'obtention du résultat (entre 30 min a quelques heures). La plupart de ces
techniques détectent la toxine TcdB. La toxine TcdA ne peut pas étre détectée toute seule, il est
donc recommandé de détecter la toxine TcdB, seule ou combinée (toxine A + B). Les TIC ou
les EIA a membrane ou a puits en phase solide ont une sensibilité de 47 a 98,7 % et une
specificité de 84 a 100 %, tandis que les valeurs prédictives positives (PPV) et les valeurs
prédictives négatives (VPN) vont respectivement de 50,9 a 100 % et de 87 a 99,8 % [199]. Avec
ces valeurs, la possibilité d’avoir un grand nombre des résultats faux négatifs est importante.
Pour améliorer la sensibilité des techniques immunologiques, des tests capables de détecter
simultanément les toxines A/B associées a la GDH (glutamate déshydrogénase) ont été
développés, ce qui a permis d’augmenter la sensibilité jusqu'a 90 % [200]. Ces tests ont eté

intégrés dans le cadre d'un algorithme de diagnostic des ICDs.

1.6.4 Détection de la glutamate déshydrogénase par des techniques

immunologiques

La GDH est une enzyme de la paroi cellulaire de C. difficile qui est detectée par des
techniques immunologiques de haute sensibilité. Ce test est rapide (30 — 40 min), facile, et
sensible (sensibilité de 90 %). Cependant, ce test ne permet pas la différenciation des souches

toxinogenes et non-toxinogenes puisque cette enzyme est produite par les 2 types de souches
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[201]. Cet inconvénient a été résolu par la conception des tests cités précédemment et qui
détectent a la fois I’enzyme GDH et les toxines TcdA et TcdB [200].

1.6.5 Techniques d'amplification des acides nucléiques

Les techniques d'amplification des acides nucléiques ou NAAT (pour Nucleic Acid
Amplification Tests) ciblent les régions conservées du gene codant la toxine TcdB. D'autres
tests ciblent une partie conservée du géne qui code la toxine TcdA, ou encore des génes cdtA et
cdtB de la toxine binaire CDT. D’autres encore ciblent la délétion du nucléotide 117 au niveau
du géne régulateur tcdC, spécifique des souches 027/NAP1, permettant ainsi leur détection
spécifique. Ces tests incluent la PCR (polymerase chain reaction), I’amplification hélicase-
dépendante et I’amplification isothermique a médiation par boucle (LAMP pour Loop-mediated
isothermal Amplification) [201,202]. Les NAATS sont des techniques rapides (45 min a 3 h),
sensibles et plus spécifiques que les GDH EIAs. Ces techniques sont incluses dans la derniére
étape des algorithmes utilisés pour le diagnostic des ICDs puisque, bien qu’elles présentent une
sensibilité et une spécificité elevées, leur colt est élevé et elles sont souvent utilisés comme des

techniques confirmatives [201].

1.6.6 Choix de la stratéqgie diagnostiqgue

L’ESCMID (European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases), la
IDSA (Infectious Diseases Society of America) et la SHEA (Society for Healthcare
Epidemiology of America) recommandent des algorithmes de diagnostic des ICDs pour
augmenter au maximum la précision dans la détection des ICDs [77]. Selon ces algorithmes
(Figure 6), plusieurs tests doivent étre effectués d’une maniere séquentielle. Un algorithme
alternatif et rapide (algorithme en 2 étapes) consiste a détecter simultanément la GDH et les
toxines TcdA et TcdB par EIA, la sensibilité de ces tests permettant d’affirmer 1’absence d’une
ICD en cas de résultat négatif. Un résultat positif nécessiterait un deuxieme test a haute
spécificité pour détecter les toxines TcdA et TcdB, permettant d’affirmer la présence de I’ICD,
si le test est positif. Si celui-ci négatif, il faudrait envisager une évaluation clinique. Un
« algorithme en 3 étapes » consiste a commencer le diagnostic par les tests spécifiqgues GDH et
toxines (EIA). Dans le cas ou les 2 tests sont positifs, la présence de I’ICD est confirmée. En
revanche, les patients GDH-positifs et toxine-negatifs necessiteraient un test de confirmation
tel que la PCR ou d'autres techniques de haute spécificité. Ces algorithmes ont leur propre

inconvénient qui est le temps d'exécution accru [77,80].
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Figure 6. Algorithmes de diagnostic des ICDs selon les recommandations de I’European Society of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases (ESCMID). a. Algorithme GDH ou NAAT-Tox A / B, b. Algorithme GDH et Tox A/ B - NAAT /
TC. Dans les deux modeles proposés, le premier test a effectuer est un test hautement sensible permettant 1’affirmation de
I’absence d’une ICD alors que le deuxiéme test doit étre hautement spécifique pour éviter les résultats faux-positifs. GDH =
glutamate déshydrogénase, NAAT = Test d'amplification d'acides nucléiques, TC = culture toxinogene, Tox A/ B, toxine TcdA
/ TcdB ; EIA = test immunoenzymatique [80].

2 Pathogénicite de C. difficile

2.1 Généralités sur la physiopathologie des infections a C. difficile

C. difficile est une bactérie trés répandue dans 1’environnement et ses spores sont trés
résistantes aux températures, aux désinfectants ainsi qu’aux produits chimiques [203,204]. En
effet, ces spores sont retrouvées dans les eaux usées traitées, le compost et dans des sols divers
ainsi que dans les établissements de santé (toilettes, baignoires, instruments médicaux). Les
hopitaux et les établissements de soins de longue durée constituent ainsi des sources

importantes d’exposition a C. difficile et peuvent favoriser a la fois la colonisation de I'h6te par
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la bactérie et I’infection symptomatique due a une transmission par voie fécale-orale (Figure
7). Une fois dans I’intestin, les spores de C. difficile peuvent germer et produire de nouvelles
cellules végétatives. Cette germination nécessite I’interaction des acides biliaires primaires,
dont le taurocholate, avec le récepteur CspC7, déclenchant ainsi une cascade protéolytique
conduisant a la dégradation du peptidoglycane sporal, suivie par la libération du calcium et la
réhydratation de la spore aboutissant enfin & la croissance des formes végétatives [205]. Le
désoxycholate, un acide biliaire secondaire, agit comme un inhibiteur compétitif du

taurocholate et donc comme un suppresseur de la croissance végétative [206].
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Figure 7. Cycle de vie de C. difficile dans I’environnement et le tractus gastro-intestinal humain. Trois sources d'infection
(environnement lié aux soins de santé, animaux et environnement) sont indiquées. Une série de facteurs de I'hdte influencent
le cycle de vie de C. difficile, ainsi que le nombre relatif de spores et de cellules végétatives (métaboliquement actives) dans
I'intestin. Le passage dans I'estomac élimine la plupart des cellules végétatives. Cependant, les spores survivent, germent et se
développent dans le duodénum. Dans le ceecum et le cblon, C. difficile commence a produire des spores a nouveau, et les
cellules végétatives sont excrétées par le patient pendant I'infection. La toxine est produite dans le c6lon. C. difficile étant une
bactérie anaérobie stricte, la transmission se fait principalement par les spores [51].

La physiopathologie des ICDs est fortement influencée par la perturbation du microbiote
intestinal de I'ndte. Le microbiote intestinal regroupe des milliards de cellules microbiennes qui
interagissent avec 1'hote pour maintenir ’homéostasie intestinale, prévenir la colonisation de
I’intestin par des pathogenes, limiter I'accumulation des toxines et enfin moduler la réponse
immunitaire. De plus, le microbiote assure plusieurs fonctions métaboliques, y compris le
métabolisme des acides gras (a chaines courtes), des acides organiques, des vitamines et des
sels biliaires, ainsi que celui des lipides et des acides aminés [207]. Une diminution de la

proportion des espéces bactériennes protectrices, notamment due a I'exposition aux
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antibiotiques, entraine ainsi une perte de résistance contre la germination puis la colonisation
de C. difficile.

La pathogénicité de C. difficile est également liée a la sécrétion d’enzymes mucolytiques
dont la protéase de surface Cwp84, ainsi que d’autres protéines de surface bactérienne qui
contribuent activement a 1’adhésion au mucus et aux tissus de 1’hote et a la colonisation
digestive par C. difficile. Par ailleurs, les facteurs d’adhésion, comme les protéines de la couche
S (couche cristalline a la surface de la bactérie), 1’adhésine Cwp66, la protéine de liaison a la
fibronectine FbpA, la protéine de choc thermique GroEL ou encore les flagelles, contribuent a
la colonisation de I’intestin par la bactérie. Ces protéines lui permettent de franchir la barricre
de mucus, de s’implanter et de coloniser les cellules épithéliales afin de permettre aux toxines
d’atteindre leurs cibles cellulaires. Au vu de I’ensemble des facteurs impliqués dans la
colonisation de C. difficile, ce processus a longuement été considéré comme étant
multifactoriel. En effet, ’inhibition ou la délétion de chacune de ces protéines permettrait
d’impacter la colonisation et de lutter potentiellement contre la colonisation intestinale par la
bactérie et donc contre les ICDs [208-213].

La croissance veégétative de C. difficile entraine la production de toxines, notamment des
toxines TcdA et TcdB. Ces toxines se lient a leur récepteur a la surface des cellules épithéliales
intestinales, perturbent le cytosquelette d'actine des cellules, et entrainent une déformation
cellulaire qui se traduit par un arrondissement, provoquant ainsi une destruction des jonctions
intercellulaires. Ces phénomenes réduisent la surface des cellules et diminuent I'absorption des
liquides. En conséquence, une accumulation de liquide dans la lumiére du célon a lieu,
provoquant alors une diarrhée chez I’hote. L'inflammation sévére du cdlon, qui se caractérise
par la présence de fausses membranes sur la paroi du colon, provoque une colite
pseudomembraneuse (CPMs) [214]. Dans des cas graves, l'inflammation peut entrainer la perte
de la contraction des muscles du cdlon et une diminution de la motricité colique provoquant un
mégacdlon toxique [215]. Par ailleurs, les toxines TcdA et TcdB induisent la libération des
cytokines pro-inflammatoires et le recrutement des cellules immunitaires.

Certaines souches de C. difficile expriment également une autre toxine appelée toxine
binaire ou CDT (Clostrioides difficile toxin), dotée d’une activité d’ADP-ribosylase spécifique
de I’actine provoquant la dépolymérisation de celle-ci, I’altération du cytosquelette et la mort

cellulaire [216,217].

Parmi les effecteurs de I’hdte, nous citons les récepteurs de I’'immunité innée qui

comprennent les récepteurs Toll-like (TLR), a la surface cellulaire, et les récepteurs de type
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NOD-like (NLR), présents dans le cytosol. En effet, il a été montré que les composants dérivés
du peptidoglycane bactérien activent NOD1. De méme, la protéine SIpA est reconnue par le
récepteur TLR4 et la flagelline interagit avec le récepteur TLR5 [218-220]. En réponse, les
cellules intestinales de I’h6te vont agir en produisant des composants antimicrobiens, y COmpris
le lysozyme et des peptides cationiques antibactériens, comme premiére ligne de défense
[221,222].

L’ICD est une infection bactérienne qui est traitée souvent par des antibiotiques, ce qui peut
accentuer la perturbation du microbiote intestinal de I'hote et empécher la récupération. Ainsi,
les spores de C. difficile peuvent persister et causer une infection récurrente (rechute), ou une
nouvelle souche peut re-coloniser (réinfection). En effet, environ la moitié des patients qui
récidivent dans les deux mois ont une rechute alors que I'autre moitié présente une réinfection
[223].

La pathogénese des infections a C. difficile est résumée dans la figure 8.
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Figure 8. Pathogenese de C. difficile. Les spores de C. difficile ingérées, germent sous I’activité des sels biliaires (par exemple
le taurocholate) dans I'intestin gréle. C. difficile peut coloniser de maniére productive le colon d'individus dont le microbiote
intestinal est perturbé. Les souches productrices de toxines stimulent I'inflammation de la muqueuse du cdlon en induisant des
modifications du cytosquelette qui compromettent la barriére épithéliale. La perturbation des jonctions serrées permet aux
toxines de traverser I'épithélium, ou elles peuvent en outre induire une activation des voies de signalisation inflammatoires, la
production des cytokines et le recrutement des cellules immunitaires. Cela conduit a la formation de pseudomembranes due &
I'afflux des neutrophiles et des lymphocytes. Lors de la colonisation de I'héte, C. difficile produit des spores qui sont excrétées
par le patient et facilitent la transmission de C. difficile aux autres hotes sensibles. D’aprés Shen, 2012 [224].
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2.2 Les déterminants de pathogénicité de C. difficile

2.2.1 Les spores

C. difficile étant incapable de survivre dans les environnements aérobies sous forme
végetative, la bactérie produit des spores, qui sont les formes dormantes de la bactérie. Ces
formes permettent a la bactérie de persister chez I'hdte et de disséminer facilement dans
I'environnement. Les spores sont les particules infectieuses et sont essentielles a la fois a la
transmission de la bactérie et a I’initiation de I’infection intestinale. En effet, les souches qui
sont incapables de former des spores lors de 1’infection intestinale sont également incapables
de persister dans le colon de 1'hdte et d’étre transmises horizontalement [225]. Elles sont
excrétees dans les matieres fécales humaines et animales et retrouvées de facon ubiquitaire dans
I'environnement, entrainant les contaminations des patients hospitalisés, ainsi que les personnes
non hospitalisées dans le cas des infections communautaires, et les animaux [211,226,227]. Les
spores de C. difficile sont trés résistantes et capables de résister a la chaleur, aux irradiations et
aux nombreux désinfectants non chlorés utilisés en milieu hospitalier [227,228]. Par ailleurs,
étant donné que les spores sont métaboliqguement en état latent, celles-ci sont intrinséquement

résistantes aux antibiotiques ainsi, en théorie, qu’aux attaques du systéme immunitaire de 1'hote

[229,230].

Les signaux qui déclenchent la sporulation de C. difficile in vivo ou in vitro ne sont pas
encore parfaitement identifiés, mais il est suggéré qu’ils pourraient étre liés a des stimuli
environnementaux tels qu une carence de nutriments ou d'autres facteurs de stress non identifiés
[231]. A noter que la production des spores semble étre ralentie chez des souris en I’absence
d’antibiotiques [232]. Par ailleurs, le lien entre les ribotypes de la souche de C. difficile et
I'efficacité de la production ou de la germination des spores reste non confirmé. En effet,
plusieurs études ont noté que certains isolats cliniques de C. difficile, en particulier ceux du type
BI/NAP1/027, sont plus compétents dans la génération de spores que d’autres ribotypes.
Cependant, d'autres études ont rapporté une absence de lien entre le ribotype et la génération
de spores [232,233].

2.2.1.1 Lastructure des spores
La capacité des spores a persister dans I'environnement est attribuée a leur structure. Ces
endospores sont composées d’une paroi sporale dense, le manteau ou coat, avec des couches

concentriques intérieures formant le cortex (Figure 9A). Le noyau est entouré d'une couche
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épaisse de peptidoglycane, comprenant des amas de ribosomes et une multitude de complexes
nucléoprotéiques. L’ extérieur est couvert par une couche externe lache, appelée exosporium
[234,235]. Cette derniére est présente dans les spores des especes du groupe Bacillus cereus
ainsi que dans un certain nombre d'especes clostridiales, dont C. botulinum, C. sordellii et C.
difficile [236,237]. L’exosporium de C. difficile présente des protéines de type collagéne
homologues aux protéines exosporiales des espéces de Bacillus, ainsi qu'une protéine riche en
cystéine, la protéine CdeC [238]. Concernant la structure de 1’exosporium, il est composé d'une
couche basale paracristalline sur laquelle est ancrée une couche velue de fibres (Figure 9B)
constituées de 336 polypeptides dont 88 sont communs au genre Clostridium et 29 sont
spécifiques a C. difficile. Ces protéines, notamment celles de type collagéne BclA, sont
impliquées dans les processus de sporulation, de germination, de traduction et de stabilisation
et dégradation des protéines sporales [235,237,239,240].

J

membrane o
exosporium

Figure 9. Spores de C. difficile observées en microscopie électronique. (A) Image montrant l'ultrastructure des spores de la
souche C. difficile 630 comprenant I'exosporium, le manteau ou coat, le cortex, le noyau, la membrane et les ribosomes. Barre,
100 nm. (B) Image montrant une spore de la souche C. difficile R20291, comprenant la couche épaisse des spores (Ct) et
I'exosporium (Ex). Barre, 200 nm. (C) Image de microscopie électronique a balayage des spores de C. difficile 630 adhérant a
des cellules Caco-2. Les fleches indiquent I'interaction des spores avec les microvillosités des cellules Caco-2. Barre, 1000 nm
[235,238,241].

Des études protéomiques et bioinformatiques réalisées sur les spores de C. difficile ont
révélé la présence de nombreuses protéines incluses dans la spore, y compris CotA, CotB,
CotCB, CotD, CotE et SodA [235,242,243]. Des essais de mutagenese ont montré que CotA
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est essentielle dans la formation d'un manteau fonctionnel, tandis que CotD et CotG sont des
protéines a activité catalase. SodA, codé par le géne sodA, fait partie de la famille des
dismutases et CotE joue a la fois le role de peroxiredoxine et de chitinase [243]. La protéine
CspC, codée par le gene cspC, a été identifiée comme un composant essentiel du systéme qui
détecte les acides biliaires et déclenche la germination [19,244]. En outre, I’analyse structurale
des protéines de surface des spores de la souche 630 a permis d’identifier 54 protéines, dont la
plupart présentent une similitude avec des protéines a fonctions enzymatiques, y compris des
hydrolases de la paroi cellulaire, des oxydoréductases et des catalases [245]. Chez de
nombreuses espéces de Clostridium, 1’entrée en phase de sporulation est régie par plusieurs
histidines kinases orphelines capables de phosphoryler le régulateur transcriptionnel Spo0OA,
considéré comme étant le maitre régulateur de la sporulation. Parmi les histidines kinases, nous
pouvons citer CD1352, CD1492, CD1579, CD1949, et CD2492, qui sont exprimées chez la
souche 630 de C. difficile. L'inactivation de CD2492 réduit de 3,5 fois la formation de spores
par rapport au phénotype sauvage, alors que la mutation de SpoOA abolit completement la
formation de spores [233,246]. Le mécanisme par lequel SpoOA est phosphorylé lors de
I'initiation de la sporulation de C. difficile n’est pas encore bien compris. A ce jour, la seule
kinase histidine orpheline de C. difficile pouvant étre responsable de I’autophosphorylation et
du transfert d’un phosphate directement a SpoOA est CD1579. Cependant, en plus de la
sporulation, la mutation de SpoOA peut affecter d'autres processus cellulaires durant I’infection.
En effet, cette mutation affecte notamment la récurrence de I’infection et la transmission de la

bactérie [225,246,247].

2.2.1.2 Lagermination des spores

Pour coloniser et provoquer I’infection, les spores de C. difficile doivent germer chez I’hote.
La germination est facilitée par la présence de sels biliaires contenus dans le tractus digestif
[22,248,249]. Les sels biliaires contenant du cholate, en particulier le taurocholate de sodium,
favorisent la germination. En revanche, les acides chénodésoxycholiques, qui sont réabsorbés
par l'intestin plus rapidement que les acides choliques, agissent comme des inhibiteurs
compétitifs, sont capables ainsi d’inhiber la germination des spores et le développement des
formes végétatives de C. difficile. Suite a des perturbations du microbiote intestinal, I'abondance
relative de ces sels biliaires peut changer, favorisant la germination des spores de C. difficile,
la croissance végeétative de C. difficile, I'établissement d'une infection et la production et la

libération de nouvelles spores [206,250].
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2.2.2 Les protéines de surface

La colonisation est une étape cruciale pour C. difficile. Elle assure a la bactérie la persistance
dans le tube digestif, principalement au niveau colique, et 1’adhésion aux cellules épithéliales
intestinales. La premiére interaction entre la bactérie et I'h6te fait intervenir des composants de
la surface bactérienne. Plusieurs protéines de surface, impliquées dans I'association au mucus
et a la cellule intestinale, ont été identifiées chez C. difficile, dont certaines se sont révélées étre
impliquées dans la réponse immunitaire de I'néte. Parmi ces protéines, nous decrivons ci-

dessous les plus connues.

2.2.2.1 Généralités sur I’adhésion de C. difficile

L'adhésion aux cellules hétes est la premiére étape de la colonisation et de I'établissement
de l'infection pour de nombreux agents pathogénes. En effet, I’adhésion des spores et des
cellules végétatives de C. difficile a été mise en évidence suite a leur interaction avec les cellules
épithéliales intestinales de I’intestin gréle et du colon chez I’homme, ainsi qu’in vitro en
présence de différentes lignées cellulaires épithéliales telles que les cellules Vero (cellules de
rein de singe), HeLa (cellules humaines dérivées d’un cancer du col de I’utérus), Hep-2 (cellules
tumorales de carcinome laryngé humain), Caco-2 (cellules issues d’un cancer colorectal
humain), HT-29 (cellules issues d’un cancer colorectal humain) et HT29-MTX (cellules
tumorales coliques sécrétrices de mucus) [251-253]. Par ailleurs, il a été montré que 1’adhésion
de C. difficile aux cellules Caco-2 est plus importante au pdle basolatéral qu'au pble apical des
cellules [254]. De plus, il semble que les spores d'une souche de ribotype 027 adhérent mieux
aux monocouches des cellules épithéliales humaines que les spores d'un isolat de ribotype 002
[241,255]. L’adhésion de C. difficile aux cellules de 1’h6te fait intervenir des adhésines
bactériennes qui sont essentiellement des protéines de surface, comme les protéines de la
couche de surface (protéines de couche S ou S layer protein, SLP) et les protéines de la paroi

cellulaire (cell wall proteins, CWP), que nous détaillerons dans le paragraphe suivant.

2.2.2.2 Lesprotéines de la couche de surface (SLP) et de la paroi cellulaire (CWP)

Parmi les protéines de la paroi de C. difficile, appelées les protéines de la paroi cellulaire
(CWP), les protéines de la couche de surface (ou couche S, SLP) sont les mieux caractérisées.
Des études génétiques ont montré la présence de 29 paralogues de slpA (gene codant le
précurseur des protéines de la couche S) dans le genome de la souche 630 de C. difficile [256].

Ces proteines contiennent un motif complexe de liaison a la paroi cellulaire caracteristique des
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SLP. Ce motif, considéré comme un motif potentiel d’ancrage a la paroi bactérienne (« Cell
Wall Binding 2 »), est localisé, soit au niveau de la partie N-terminale, soit dans la partie C-
terminale. En plus de ce domaine commun, les CWP possedent un domaine spécifique variable
dont la fonction biologique est connue ou supposée [242,257]. Parmi ces protéines, 12 CWP
sont codees par des genes localisés au sein d’un cluster de 37 kb, appelé locus cwp (Figure 10).
Nous citons les genes codant les adhésines Cwp66, la protéase Cwp84, la protéase Cwpl3 et le
précurseur SIpA des protéines de la couche S [258-260].

cwp8  cwp9 cwpl0 cwpll cwpl2 slpA secA cwp2 2790 cwpb6 cwp84 cwp5 2785 cwpb 2783 cwp7

& HH U

_ 2788
vw -

Signal peptide l Binding domain to PSII Variable domain of specific function

Figure 10. Locus représentant les génes qui codent les protéines de surface CWP de C. difficile. Le cluster de genes
"clostridial wall proteins (cwp)" porte 18 cadres ouverts de lecture (ORFs) parmi lesquels 12 codent des protéines avec un
peptide signal (en beige), un domaine de liaison conservé a la surface bactérienne (en bleu, situé dans la partie N ou C-terminale
de la protéine) et un domaine variable entre les paralogues responsables d'une fonction spécifique (en vert) [261].

i.  Lacystéine protéase Cwp84

Cwp84 (cell wall protein 84), une cystéine protéase identifiée comme 1’'une des enzymes
protéolytiques de C. difficile, a été caractérisée pour la premiere fois dans notre laboratoire
[208,262]. Cette protéine située a la surface bactérienne et associée aux protéines de la couche
S [208] se présente sous deux formes : la forme entiere de la protéine de 80 kDa et sa forme
clivée de 47 kDa [263]. La forme entiére posséde une structure en trois domaines : un peptide
signal, un domaine N-terminal qui présente une activité catalytique et un domaine C-terminal
homologue au domaine d’ancrage de 1’adhésine Cwp. Cwp84 est impliquée dans le clivage et
la dégradation de certaines protéines de la matrice extracellulaire (MEC) de 1’héte, telles que la

fibronectine, la vitronectine ou la laminine [208,263].

ii.  Lacystéine protéase Cwpl3
La protéase Cwpl3 est un homologue protéique de Cwp84. Ces deux protéines présentent
en effet une forte identité de séquence protéique (63,2 %). Cwpl3 possede une faible activité
dans le clivage des protéines de la couche S. Récemment, il a été montré qu'elle joue un role

dans le processus de maturation de Cwp84 [262].
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iii.  L’adhésine Cwp66

Cwp66 (66 kDa) est impliquée dans l'adhésion bactérienne. Elle est exprimée chez toutes
les souches de C. difficile, qu’elles soient toxinogénes ou non [262]. Cette protéine présente
une structure en trois domaines classique des CWPs : un peptide signal, un domaine N-terminal
d’ancrage potentiel a la paroi bactérienne hébergeant trois motifs Pfam 04122, et un domaine
C-terminal, exposé a la surface de la bactérie, qui possede des homologies avec différentes
protéines bactériennes de surface comme l'autolysine de Bacillus subtilis CwIB [209,264,265].
Cwp66 a été détectée grace a des anticorps diriges contre des protéines de surface de bactéries
soumises & un choc thermique, ce qui suggere qu'elle pourrait jouer le r6le de protéine de choc
thermique associée a la surface. En effet, I’adhésion de C. difficile in vitro est réduite dans des
cellules soumises a un choc thermique, en présence d’anticorps dirigés contre les domaines N-

terminal et C-terminal de Cwp66. [209].

iv.  L’adhésine CwpV

CwpV (167 kDa) est la plus grande protéine de la famille des protéines CWPs. Des analyses
en Western Blot et par PCR ont permis d’identifier un rdle de cette protéine dans I’agrégation
des bactéries entre elles, dans la formation des biofilms et donc dans la colonisation de I’hote
[266,267]. Cette protéine, codée par le géne CD0514, présente la structure en trois domaines
des CWPs avec, d’une part le domaine d’ancrage potentiel N-terminal conservé et comportant
trois motifs Pfam 04122, et, d’autre part, le domaine C-terminal variable, ce qui permettrait a
la bactérie d’échapper a la réponse immune de 1’hote. Chez la souche 630, la partie C-terminale
fonctionnelle contient neuf régions répétées de 120 acides aminés et possede une région riche
en sérine/glycine [266,266,267].

v.  Les protéines de la couche S

Les protéines de la couche S (SLP) sont exprimées chez de nombreuses bactéries a Gram
positif et a Gram négatif mais également chez les archéobactéries. Elles sont associées a la
surface sous forme des réseaux paracristallins, formés par des sous-unités identiques de
glycoprotéines. Les SLP agissent comme des tamis moléculaires : elles protegent les facteurs
de virulence contre les attaques parasitaires et maintiennent l'intégrité de la paroi cellulaire. De
plus, ces protéines jouent un role dans la division cellulaire et la formation de biofilms [268].
Chez C. difficile, la couche S semble importante pour la croissance, qui est sérieusement
affectée chez les mutants possédant un géne slpA non fonctionnel [269]. La couche S de C.

difficile est principalement composée de deux sous-couches. La premiere est externe, fine et
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constituée d’une protéine de faible poids moléculaire (36 kDa), dite Low-Molecular Weight-
Surface Layer Protein (LMW-SLP). La deuxiéme sous-couche est interne, plus épaisse et
constituée d’une protéine de haut poids moléculaire (47 kDa), High-Molecular Weight-Surface
Layer Protein (HMW-SLP), qui correspond a la partie C-terminale du précurseur, relativement

conservée entre les souches [270].

Ces deux protéines dérivent d’un précurseur commun SIpA, aprés un double clivage post-
traductionnel. Le premier clivage en N-terminal libere le peptide signal et le second, a I’intérieur
du précurseur et assuré par la protéase Cwp84 (au niveau de la sérine 321), permet la libération
des deux protéines matures LMW-SLP et HMWSLP. La région du site de clivage protéolytique
est hautement conserveée. Les deux sous-unités LMW-SLP et HMWSLP sont étroitement liées
par une liaison complexe non covalente, au niveau des résidus 260-321 de la partie C-terminale
de la LMW-SLP d’une part, et des résidus 1-40 de la partie N-terminale de la HMW-SLP
d’autre part (Figure 11) [271,272]. Il a été montré que des bactéries C. difficile ayant subissent
un traitement chimique de suppression des SLP présentaient une adhésion moins importante, a
la fois dans des modeles cellulaires et dans des modeles animaux. Ceci a permis de suggérer un

réle important des SLP dans I'adhésion a I'h6te [273].

Par ailleurs, les SLP semblent moduler la réponse immunitaire. En effet, 1’incubation de
monocytes avec des SLP purifiés de C. difficile induit la production d'interleukines IL-1p, IL-
6 et IL-10 en induisant la production d'interleukines IL-1p, IL-6 et IL-10 [274]. De plus, LMW-
SLP est immunologiquement variable, ce qui pourrait conférer a C. difficile un moyen
d’échapper et de résister au systeme de défense de I’hbte [271,272,275]. 1l a également été
démontré que les SLP sont reconnues par le récepteur TLR4 dans les cellules dendritiques et
peuvent induire la maturation des ces derniéres in vivo [220].

Un modele de I’assemblage des protéines de la surface de C. difficile est présenté dans la

figure 11.

47



B808008585888808 =

/- peptidoglycan /
ffff}'f/f/f///f/// ///// 4

wall polymers
WW?WWW?
546568848408888884

cytoplasmic
membrane

A
LMW SLP HMW SLP
Figure 11. Modele de paroi cellulaire de C. difficile. (A) Deux sous-unités de protéines de couche de surface sont présentés.
Les SLP de hauts poids moléculaires (HMW SLP) sont représentées en gris clair et les SLP de faible poids moléculaire (LMW
SLP) sont représentées en gris foncé. Les structures blanches représentent d'autres protéines mineures de la paroi cellulaire et
les barres noires verticales les polyméres de la paroi cellulaire. (B) La protéine précurseur SIpA, avec les sites de clivage

produisant le peptide signal (en blanc), sont indiqués par la fleche noire et les HMW SLP (en gris) et LMW SLP (en noir)
matures sont séparées par la fleche blanche [272].

2.2.2.3 Les polysaccharides

Trois polysaccharides (PS) de surface cellulaire, PSI, PSII et PSIII, ont été décrits pour les
cellules végétatives de C. difficile y compris pour celles du ribotype 027, qui exprime PSII de
facon trés abondante. Le PSI est composé d'unités répétitives de phosphate pentaglycosyl qui
comprennent du rhamnose (Rha) et du glucose (Glc) reliés par un pont de phosphate de
glycosyle. Le PSIII est un glycane insoluble dans I'eau, de type acide lipoteichoique, qui n'est
pas exprimé réguliérement ou abondamment in vitro [276]. Le PSII est reconnu comme étant
un antigene conserve de C. difficile et a donc attiré la plupart des efforts de vaccination a base
de PS.

2.2.2.4 Les protéines de liaison a la matrice extracellulaire

C. difficile se lie aux protéines de la matrice extracellulaire telles que la fibronectine, le
fibrinogeéne, le collagéne et la vitronectine [254]. La bactérie posseéde une protéine de 68 kDa
qui lie la fibronectine, nommée FbpA (pour Fibronectin binding protein A), identifiée au sein
de notre laboratoire. Cette protéine, codée par le gene fbp68, qui semble étre hautement
conservé parmi les souches de C. difficile, présente des homologies significatives avec d’autres
protéines bactériennes de liaison a la fibronectine. Cette protéine associée a la surface est
capable de lier la fibronectine soluble et immobilisée et d’adhérer aux cellules Vero pré-
incubées avec de la fibronectine. Comme de nombreux facteurs de virulence de C. difficile, le

réle de cette protéine dans la pathogenése n'est pas bien élucidé. Néanmoins, il a été démontré
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que des anticorps dirigés contre la protéine FbpA purifiée inhibent partiellement 1’adhésion de
C. difficile a la fibronectine et aux cellules Vero, suggérant ainsi I’implication de cette protéine
dans le processus de colonisation intestinale de C. difficile [210]. Cette hypothése est soutenue
par des études in vivo qui ont montré que la protéine FbpA est impliquée dans 1’adhésion et la
colonisation chez la souris dixénique (souris gnotoxénique colonisée par la souche sauvage et
la souche mutante pour FbpA). En revanche, une étude in vitro effectuée sur les souches
mutantes dépourvues de FbpA a suggéré que, lI'absence de FbpA n'aurait aucun impact sur le
taux d’adhésion de C. difficile a différentes lignées cellulaires épithéliales (Caco-2 et HT29-
MTX) [277,278].

La proteine CbpA est une autre protéine bactérienne recemment identifiée comme étant une
protéine de liaison au collagene. Elle est en effet capable de se lier aux collagénes | et V, les
composants les plus communs du collagene et présents dans de nombreux tissus, y compris
I'intestin [279]. Cette protéine de haut poids moléculaire (environ 118 kDa) posséde un domaine
N-terminal de liaison au collagéne. Quant & son domaine C-terminal, il comporte un motif
peptidique SPKTG qui permettrait I’ancrage a la surface bactérienne grace a la sortase B [280].
La protéine recombinante tronquée dans sa partie C-terminale exprimée chez E. coli a montré
une capacité de se lier in vitro ayx collagénes de type | et V et de co-localiser avec des fibres
de collagéne de fibroblastes humains et de tissus de I'intestin de souris. En revanche, une souche
mutante de C. difficile dépourvue de CbpA adhére au collagéne de maniere similaire a la souche
parentale [279]. Ces résultats suggerent que CbpA est sans doute I'une des nombreuses
adhésines de C. difficile, mais probablement pas la plus importante, au moins dans les
conditions testées.

Récemment, une nouvelle métalloprotéase, Zmpl, a été identifiée [281]. Cette protéine
présente une similitude de séquence avec le facteur létal de Bacillus anthracis, lequel est
capable de dégrader les protéines associées a la matrice extracellulaire, en particulier le
fibrinogéne et la fibronectine [281]. Cette propriété de Zmpl pourrait améliorer le caractére
invasif, la propagation et la colonisation de C. difficile, comme il 1’a été démontré pour d'autres

agents pathogeénes [282].

2.2.2.5 La protéine de choc thermique GroEL (Hsp60)
Il a été démontré que I'adhésion de C. difficile aux cellules épithéliales in vitro augmente a

la suite d'un choc thermique. Ce phénoméne a conduit a I'identification et a la caractérisation
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de Cwp66 décrite précédemment (paragraphe 2.2.2.2.iii), mais a egalement suggéré un role
d’adhésion pour d'autres protéines de choc thermique telles que GroEL. Cette derniere est une
protéine chaperonne de 58 kDa qui est exprimée suite a I’exposition de la bactérie a un certain
nombre de facteurs de stress tels que la chaleur, les chocs acides ou osmotiques, la privation de
fer, la présence de concentrations sub-inhibitrices d’ampicilline ou suite a un contact avec des
cellules eucaryotes in vitro. Cette protéine est un membre de la famille des protéines de stress
Hsp60 (Heat Shock Protein), situées principalement au niveau cytoplasmique, mais également
associees a la paroi bactérienne de C. difficile. Elle serait libérée dans le milieu extracellulaire
aprés un choc thermique a 48 °C, puis refixée a la surface bactérienne par un mécanisme
inconnu [283].

Par ailleurs, des anticorps dirigés contre la protéine GroEL recombinante et la protéine
native purifiée inhibent I'adhésion de C. difficile aux cellules eucaryotes in vitro, aprés un choc
thermique, suggérant que cette protéine jouerait un role dans 1’adhésion [211]. Plus récemment,
il a été note que la vaccination par la protéine GroEL recombinante réduit le taux de colonisation
intestinale de C. difficile chez les souris infectées, suggérant un réle de GroEL dans la

colonisation intestinale de C. difficile [284].

2.2.3 Les flagelles

2.2.3.1 Structure et fonction des flagelles de C. difficile

Le flagelle bactérien est responsable de la capacité des bactéries a étre mobiles, coloniser
les cellules, optimiser leur croissance et leur survie et échapper a la dessiccation dans
I’environnement de 1’hote [285]. Le flagelle, qui est constitué d’un moteur moléculaire, d’un
corps basal, d’un crochet et d’un filament rotatif, est considéré comme un systeéme de sécrétion
spécialisé de type 111 dérivé d'une structure ancestrale [286] (Figure 12). Les protéines motrices
fournissent la puissance a la structure « corps basal — crochet » afin d’entrainer la rotation du
flagelle. Le corps basal est un complexe protéique membranaire intégral qui permet la
translocation d'autres protéines flagellaires structurelles a I'extérieur de la cellule [286,287].
Une fois ces protéines assemblées, la structure en crochet agit comme un joint auquel les
protéines du filament peuvent étre assemblées de maniére hélicoidale. La puissance fournie par
les protéines motrices peut ainsi entrainer la rotation du filament du flagelle, assurant la mobilité
de la bactérie [287]. Les flagellines bactériennes sont les composants proteiques structuraux
principaux des filaments des flagelles bactériens. Elles sont constituées de 250 a 1080 acides

aminés en fonction des especes [288].
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Figure 12. Représentation schématique de la structure du flagelle bactérien. Organisation structurale
représentative d'un flagelle dans une bactérie a Gram-négatif. Le complexe corps-basal (basal body) intégral
permet la translocation de protéines structurales et les protéines du crochet (hook) hors de la cellule. Le filament
est constitué de sous-unités répétées de flagellines FIiC et sa coiffe distale FIiD La structure du crochet ancre les
protéines filamentaires au corps basal, permettant la formation d'un flagelle mature. La rotation du flagelle
entierement formé est possible grace au moteur interne et aux protéines attachées au complexe corps-basal.
L’appareil d’export flagellaire est composé des protéines transmembranaires FIhA, FIhB, FliO, FliP, FliQ et FliR,
des chaperons FliJ, FIiS and FIiT, ATPase Flil et du régulateur FliH. Flil permettrait le couplage de I’hydrolyse
de I'ATP et l'export de protéines, et semble étre régulée négativement par FliH. L’appareil d’export flagellaire
permet la translocation et I'assemblage des composants du corps basal, du crochet et du filament [289,290].

Les flagelles bactériens sont impliqués dans le développement de la pathogenese
bactérienne en : (i) favorisant I’adhérence aux cellules hotes ; (ii) fournissant une mobilité ; (iii)
favorisant la formation de biofilms ; (iv) facilitant la translocation des facteurs de virulence a

travers les membranes cellulaires ; et (v) en agissant comme des immunomodulateurs en
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déclenchant la production de cytokines chez 1’hdte via une interaction avec le récepteur de la
réponse innée Toll-like 5 (TLR5) [286,291].

Il est connu que de nombreuses souches pathogenes gastro-intestinales dont Campylobacter
jejuni, Vibrio cholerae et Helicobacter pylori sont mobiles grace a leurs flagelles [292]. Des
mutations des genes flagellaires chez ces bactéries ont diminué leurs capacités a coloniser I'néte,
a établir des infections, et a adhérer aux cellules épithéliales de I'intestin gréle. De plus, les
mutants flagellaires de C. jejuni au niveau de genes codant trois composants structurels des
flagelles, les génes du corps basal flagellaire (flgB et flgC), du crochet (flgE2) et du filament
(flaA et flaB), présentent une déficience dans la sécrétion de certaines protéines de virulence.
Ainsi, comme C. difficile occupe une niche environnementale semblable & celui de ces
pathogenes intestinaux, les flagelles de C. difficile pourraient également jouer un réle important

dans la colonisation et la pathogénicité [292-295].

Jusqu'a récemment, les flagelles de C. difficile étaient considérés comme n’étant impliqués
que dans la colonisation de I'néte. Cependant, la contribution des flagelles a la pathogenése de
C. difficile semble bien plus complexe et reste peu claire. Certaines études suggerent que les
flagelles joueraient un rdle direct dans la virulence, via la modulation de 1’expression des

toxines plut6t que simplement en conférant la mobilité aux bactéries [296-298].

2.2.3.2 Structure des flagellines de C. difficile

Chez C. difficile, le composant protéique structural principal du filament des flagelles est le
monomere de flagelline FliC. Ces monomeres de FIiC sont assemblés de maniére répétée pour
constituer le filament flagellaire. Ce dernier est coiffé a son extrémité distale par la protéine
monomeérique FIiD. Sur le plan structural, des études de cristallographie ont permis de
caractériser quatre domaines distincts DO, D1, D2 et D3 au sein de FliC (Figure 13). Le domaine
D1 est situé dans la région de la tubulure externe du filament (outer-tube : OT), alors que le
domaine DO est situé dans la région de la tubulure interne (inner-tube : IT) [299]. Ces 2
domaines adoptent une structure en hélice alpha («). lls forment une région hautement
conservée parmi les flagellines bactériennes, constituée de 160 acides aminés a I’extrémité N-
terminale (domaine D1) et 90 résidus a I’extrémité C-terminale (domaine DO0). La région DO-
D1 joue un rdle important dans la polymérisation des filaments de la flagelline [300] et est

essentielle dans la signalisation cellulaire, via une interaction de la région N-terminale avec le
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récepteur spécifique des flagellines, le Toll-like receptor 5 (TLR5) [291]. Les domaines D2 et
D3 varient structuralement d’une espere bactérienne a une autre [299,301]. La conformation
spatiale de cette région centrale de la flagelline est principalement en hélice . Cette région
confeére a la flagelline son immunogénicité et est impliquée dans la réponse immunitaire innée.

Cependant, le role respectif de chacun de ces domaines reste tres debattu [302,303].
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Figure 13. Structure de la flagelline en cristallographie. Aspect de la flagelline en bout de I'extrémité distale et
du coté extérieur du filament. DO, D1, D2 et D3 indiquent les domaines de la flagelline. IT : tubulure interne
(inner-tube) ; OT : tubulure externe (outer-tube). La résolution du plan de densité a été limitée a 20A° [299].

2.2.3.3 Organisation génétique des génes flagellaires de C. difficile

Les génes qui régissent l'assemblage des flagelles de C. difficile sont organisés en trois
opérons distincts appelés les régulons F1, F2 et F3. La transcription des génes flagellaires chez
C. difficile débute par les genes de stade précoce situés dans la région F3. Le contréle
transcriptionnel du régulon F3 chez C. difficile dépend d’une variation de phase via une
inversion d’un fragment de 154 paires de base d’ADN appelé « flagellar switch ». Dans une

orientation, un facteur sigma alternatif SigD est transcrit et permet 1’expression de I’opéron F3
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[304]. La région F3 comprend des genes flagellaires précoces tels que fliA, présent chez de
nombreuses bactéries a Gram négatif, qui controle 1I’expression tardive des geénes de la région
F1, tels que les génes codant la flagelline FIiC et la protéine de coiffe FIiD [29,297]. Le gene
fliC, présent en un seul exemplaire sur le chromosome bactérien, est constitué de 960 pb,
correspondant a une séquence de 319 acides aminés [296]. La coiffe des flagelles FIliD, codée
par le géne fliD, est constituée de 1 524 pb correspondant & une séquence de 507 acides aminés.
Il est intéressant de savoir que les génes fliC et fliD sont des génes cryptiques, présents chez
toutes les souches de C. difficile qu’elles soient flagellées ou non [305,306]. La région F3 est
séparée de la région F1 par une région interflagellaire, connue sous le nom de région F2, et qui,
chez la souche 630 de C. difficile et les souches du ribotype 017, comprennent quatre génes de
biosynthese de glycanes flagellaires (Figure 14) [288] [307]. Cependant, les souches
épidémiques dites « hypervirulentes » de ribotype 027 (dont R20291) présentent une diversité
géneétique dans cette région [28,165]. Les quatre génes présents chez la souche 630 sont
remplacés par six génes chez les souches R20291 et CD196, ainsi que chez d'autres souches
comme la souche M120 (PCR ribotype 078) [165]. Cette diversité pourrait expliquer les
différences de mobilité entre les souches CD 630 et R20291 [165]. En effet, Stabler et al. ont
observé que CD 630 était moins mobile que R20291, alors que le nombre de flagelles observés
chez les souches 630 est supérieur a celui de R20291 [165,298]. Par ailleurs, des différences de
mobilité entre des souches du méme ribotype 027 ont été observées, ce qui rend 1’identification
de la responsabilité des différences génétiques difficile. Ces résultats contradictoires, et
probablement liés a des modifications génétiques, restent a présent mal compris [298] [308].
De méme, chez les souches du ribotype 078, la région F2 est complétement absente et cela
aboutit a un phénotype immobile [165,296].
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Figure 14. Organisation de la région flagellaire F2 & I'aide de la visualisation du génome entier via Artemis [309].
Souches de C. difficile : (A) 630, (B) R20291, (C) CD196 et (D) M120. Les boites bleues représentent les régions codant des
geénes de glycanes flagellaires. Chez 630 (A), la région F2 (encadrée en rouge) comprend les genes CD0241-CD0244, identifiés
comme des genes de glycane flagellaires (tableau 3). Chez R20291 et CD196 (B, C), ces génes sont remplacés par six génes
(encadrés en rouge) dont un appartenant a la famille de glycosyl transférases, et deux génes non caractérisant aucune protéine,
’un appartient a la famille de carbamoyl phosphate synthétase et I’autre a la famille d’ornithine cyclodéaminase [165].

2.2.3.4 ROle des flagelles de C. difficile dans la colonisation de I’hdte

Les premiéres études sur le roles des flagelles dans le processus de colonisation ont montré
que la flagelline FIiC et la coiffe FIiD sont impliquées dans I'adhérence au mucus murin et
jouent un role important dans la colonisation de C. difficile chez I'hote [296].

Plus récemment, le développement de la technologie de mutation ciblée ClosTron, couplée
a celle de I’échange allélique (ACE), a permis de cibler et inactiver des genes spécifiques de
l'opéron flagellaire et d’améliorer la compréhension du réle des flagelles dans la pathogénicité
de C. difficile [247,310,311]. Ainsi, I’'implication des flagelles dans les derniers stades de la
formation du biofilm a pu étre mise en évidence [312]. Par ailleurs, 1’étude de Baban et al. a
montré d’une part que la souche R20291 mutée pour les génes fliC et fliD présente une
adhérence réduite aux cellules épithéliales intestinales Caco-2, ce qui n’est pas le cas pour la
souche 6304erm. D autre part, ils ont montré que les flagelles et la mobilité de la souche
6304erm ne sont pas essentiels pour la colonisation chez la souris, ce qui nous permet de

conclure que les flagelles ne sont pas essentiels a I'adhérence [298].
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Les techniques de séquencage de nouvelle genération ont conduit a la publication des
génomes de nombreuses souches de C. difficile et ont facilite les études de comparaison du
génome. Des études comparatives du génome entier d'isolats de C. difficile ont permis
d’identifier les différences dans les régions des géenes flagellaires qui pourraient affecter la
mobilité et la virulence [165,288]. Ces études ont de nouveau souligné que les flagelles
pourraient ne pas étre essentiels pour la colonisation et I'adhésion a C. difficile. La publication
du génome de CD M120 (ribotype 078 ; GenBank FN665653) a confirmé que cette souche ne
présente pas la région flagellaire F3, tout en conservant la région F1 [28]. Par ailleurs, des
souches non flagellées de C. difficile conservent la transcription des génes fliC et fliD sans
conduire a la synthese des protéines correspondantes. Enfin, la souche 078, non flagellée, est
retrouvee chez les humains et les animaux de ferme tels que les veaux et les porcs et est
considérée comme étant une source d'infection communautaire. L'émergence de cette souche
en tant que ribotype commun circulant dans les établissements de santé suggere que les souches
non flagellées sont tout aussi capables de causer des infections, au méme titre que les autres
souches flagellées [161-163].

Les données présentées ci-dessus suggerent que la mobilité induite par les flagelles ne serait
pas essentielle & la survie de C. difficile et & la colonisation intestinale par la bactérie.
Néanmoins, le role des flagelles dans la pathogénicité de la bactérie commence a étre élucidé,
notamment dans ’activation des voies de signalisation de la réponse immunitaire innée [291].

De plus, un lien entre la régulation flagellaire et la production de toxines a été suggéré [304].

2.2.4 Les toxines de C. difficile
2.2.4.1 Lestoxines TcdA et TcdB

Une fois la croissance des formes végétatives de C. difficile établie, les facteurs de virulence
majeurs produits par la bactérie sont les deux toxines TcdA (308 kDa) et TcdB (270 kDa) [316].

Régulation de I’expression

Les genes codant les deux toxines sont situes dans une région de 19,6 kb du chromosome,
connue sous le nom de locus de pathogénicité ou Paloc, associés a trois autres genes, tcdR,
tcdE et tedC (Figure 15) [317], impliqués dans la régulation de la production de toxines et dans

leur export extracellulaire [318-320].
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Figure 15. Organisation génétique du locus de pathogénicité PalLoc. Le locus PaLoc de 19,6 kb est composé de 5 genes :
les genes tcdA et tcdB codant les toxines TcdA et TcdB respectivement (en vert) et les génes codant un régulateur positif, tcdRr,
un régulateur négatif, tcdC, (en rouges) et le gene tcdE (en bleu) codant une protéine impliquée dans la sécrétion des toxines.
Les fleches indiquent le sens de la transcription. D’aprés Carter et al [316].

La variabilité des génes codant les toxines constitue la base de la classification des souches
de C. difficile selon les toxinotypes [321]. Le géne tcdR (appelé précédemment tcdD ou txeR)
code un facteur sigma alternatif régulateur positif de I’expression de tcdA et tcdB, ainsi que des
autres genes du PaLoc. En effet, TcdR permet la liaison des ARN polymérases aux promoteurs
specifiques des genes tcdA et tcdB, activant ainsi directement I'expression des genes des
toxines, ainsi que sa propre expression [318,322]. TcdC est un facteur anti-sigma, qui module
I'expression de tcdA et tcdB en bloguant I'association de TcdR et de I'ARN polymérase centrale.
Le r6le de la protéine codée par le géne tcdC, est moins clair. Cependant, elle est considérée
comme un régulateur négatif de la synthése de TcdA et TcdB, en raison de la relation inverse

entre sa transcription et celle des autres genes du PalLoc [319,323-325].

Le gene tcdE est un gene de 501 pb qui code une holine potentiellement impliquée dans la
lyse bactérienne et I'exportation de TcdA et TcdB. Cependant, le role de cette protéine reste
ambigu. En effet, deux études différentes (Olling et al., et Govind et al.) ont produit des données
contradictoires sur la capacité du TcdE a faciliter I'exportation de TcdA et de TcdB. Les genes
tcdA, tcdB, tcdR et tcdE sont orientés dans le méme sens, tandis que le gene tcdC est orienté
en sens oppose [320,323,326]. Par ailleurs, I'expression des toxines TcdA et TcdB est
précisement régulée par les conditions environnementales et par les régulateurs globaux :
glucose, proline et biotine sont des effecteurs qui inhibent la synthése des toxines, alors que le
butyrate et la température de 37 °C sont des effecteurs qui activent leur synthése [327]. De plus,
des experiences in vivo réalisées au sein de notre laboratoire sur un modele de souris colonisées
par C. difficile ont montré que I'expression des genes tcdA et tcdB augmente tardivement (48
h) aprés I’infection [328].
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Enfin, il faut noter que le locus de pathogénicité PalLoc est retrouve uniquement chez les
souches toxinogenes. Toutefois, les souches non toxinogenes peuvent devenir toxinogénes via

des événements de transfert de génes du locus PaLoc [329-331].

ii.  Structure et mécanisme d’action de TcdA et TcdB

TcdA et TcdB possedent environ 66 % de similarité au niveau des acides aminés [332]. Les
deux toxines partagent plusieurs domaines conservés selon le modéle ABCD (A, Activity ; B,
Binding ; C, Cutting ; D, Delivery) [333,334]. Le domaine A (Activity), situé dans le domaine
N-terminal, porte I’activité enzymatique glycosyltransférase responsable de la glycosylation
des protéines Rho de la cellule héte, alors que le domaine B (Binding), situé dans la partie C-
terminale, est constitué d’¢éléments répétitifs d’oligopeptides, appelés CROPs (combined
repetitive oligopeptides). Ces peptides présentent des homologies avec des régions de liaison
aux sucres, permettant la fixation des glycosyltransférases a leurs cibles sur les domaines de
reconnaissance des cholines de certains composants des protéines de surface cellulaire. De plus,
les domaines CROPs présentent une grande diversité de séquence entre TcdA et TcdB, tout
particulierement le domaine CROPs de TcdB qui est considérablement plus court que celui de
TcdA [335,336]. En outre, le domaine C (Cutting) est constitué d'un domaine auto-catalytique,
avec une activité cystéine protéase permettant la libération du domaine A catalytique, en
présence d'inositol hexakisphosphate, nommé aussi acide phytique ou acide myo-inositol
hexaphosphorique (InsP6). La structure du domaine C de TcdB a été récemment publiée. Ce
domaine présente une structure similaire a celle du domaine équivalent de TcdA (56 %
d’identité de séquence), avec des sites actifs conservés et le méme domaine de liaison a 1’InsP6.
Enfin, le domaine D (Delivery) correspond a la région hydrophobe interne avec une activité
transmembranaire et donc un réle dans la translocation de la partie active des toxines de

I’endosome vers le cytosol [334,337].

Le mode d’action des toxines débute par la reconnaissance et la liaison aux recepteurs via
le domaine de liaison au récepteur C-terminal des toxines. TcdA se lie a divers glucides et, de
multiples glycolipides et protéines glycosylées aient été proposés comme récepteurs, comme le
sucrose-isomaltase, la glycoprotéine 96 (gp96) et les membres de la famille des récepteurs des
lipoprotéines de basse densité (LDLR). En outre, les structures glycaniques Gal-a-1,3-Gal-f3-
1,4-GIcNACc, les glycanes X/Y/I de Lewis et les glycosaminoglycanes sulfatés ont été suggérés
comme récepteurs glucidiques pour la TcdA [338,339]. Récemment, trois récepteurs de nature
protéique ont été suggéres pour TcdB : la protéine de type récepteur du poliovirus 3 (PVRL3,
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également appelée nectine 3), le protéoglycane sulfate de chondroitine 4 (CSPG4) et les
protéines frizzled (FZD). PVRL3 est fortement exprimé a la surface des cellules épithéliales du
c6lon humain et il a été observé une co-localisation entre PVRL3 et TcdB in vivo, dans le tissu
d'un patient atteint d’ICD, suggérant que PVRL3 pourrait servir de récepteur initial a TcdB
[340]. CSPG4 est fortement exprimé dans les myofibroblastes intestinaux sous-épithéliaux des
intestins de souris et humains, suggérant que ce récepteur pourrait étre engagé aprés une lésion
initiale de [I'épithélium colique [341,342]. Les FZD sont une famille de récepteurs
transmembranaires pour les morphogenes Wnt modifiés par des lipides. La liaison de la TcdB
aux FZD, en particulier aux FZD1, 2 et 7, permet non seulement I'entrée de la toxine, mais
inhibe également la signalisation Wnt qui régule l'auto-renouvellement des cellules souches
coliques et la différenciation de I'épithélium colique [343].

La liaison aux récepteurs declenche I'endocytose des toxines par une voie non caractérisée
dépendante de la clathrine et de la dynamine, ce qui entraine le passage des toxines vers les
endosomes précoces au sein de la cellule héte (Figure 16) [344]. L’acidification du
compartiment endosomal induit alors un changement conformationnel des toxines, conduisant
a la formation d'une saillie, qui serait impliquée dans l'insertion de la membrane et la formation
subséquente des pores dans la membrane endosomale [345]. Les toxines se lient alors a la
molécule InsP6 de la cellule héte, induisant ainsi un changement conformationnel au sein du
domaine de la cystéine protéase et conduisant a un clivage autocatalytique en un site situé entre
les 2 domaines de la cystéine protéase et de la glycosyltransférase [346,347]. Ce clivage
entraine la libération du domaine glycosyltransférase (N-terminal) de la toxine dans le cytosol
de I’hote. Aprés leur libération dans le cytosol, les régions N-terminales de TcdA et TcdB
inactivent un certain nombre de protéines cellulaires appartenant a la famille Rho des GTPases
comprenant RhoA, B, C, G, Rac1-3 et Cdc42. Cette inactivation protéique est assurée par le
transfert covalent d'une fraction de glucose a ces protéines [334,348]. Cette glycosylation
médiée par la toxine verrouille les GTPases de la famille Rho dans une conformation inactive,
affectant en conséquence un certain nombre de voies cellulaires importantes. TcdA et TcdB
induisent ainsi une perte d'intégrité structurelle cellulaire due a la dérégulation de la
dépolymérisation de I'actine, conduisant a I'apoptose [316,349]. La mort cellulaire conduit alors
a une perturbation des jonctions serrees cellulaires au sein de I'épithélium intestinal et a une
perte concomitante de la fonction de la barriere épithéliale. Collectivement, ces effets entrainent
une augmentation de la perméabilité intestinale et une accumulation du liquide qui se manifeste

ensuite par une diarrhée, symptéme caractéristique des ICDs [316].
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Figure 16. Le mécanisme d’action des deux toxines TcdA et TcdB peut se répartir en 4 étapes. 1) Les toxines se lient a
leurs récepteurs a la surface cellulaire par leur domaine B C-terminal et sont ensuite internalisées par endocytose. 2) Une
diminution de pH de I’endosome induit un changement structural du domaine transmembranaire par le domaine D, capable de
former des pores dans la membrane de I’endosome. 3) Le domaine enzymatique A interagit avec 1’InsP6, un facteur cytosolique,
capable d’activer le domaine cystéine protéase C, induisant ainsi un processus autoprotéolytique qui entraine la libération du
domaine glycosyltransférase dans le cytosol. 4) Le domaine catalytique va inactiver les protéines Rho GTPases par
I’incorporation irréversible d’un glucose. L’inactivation de ces protéines, qui contrdlent de nombreuses voies de signalisation
cellulaire dont celles de la régulation du cytosquelette d’actine, aboutit & la mort cellulaire. D’aprés Davies et al [333].

iii.  Toxicité de TcdA et TcdB

L’émergence d'épidémies dues aux différentes souches de C. difficile, notamment de
ribotype BI/NAP1/ 027, associée a des taux trés élevés de morbidité et de mortalité, a nécessité
I’étude précise des mécanismes de virulence, et en particulier les roles respectifs de TcdA et
TcdB.

Ainsi par exemple, la toxine TcdB produite par les souches BI/NAP1/027 présente des
caractéristiques plus cytotoxiques que la toxine TcdB produite par d’autres souches. Ces
différences phénotypiques permettent a la toxine de provoquer des dommages plus graves et

plus étendus chez I'hote aprés I’infection par ces souches particuliéres de C. difficile [350,351].

Par ailleurs, pendant de nombreuses années, TcdA a été présumée étre le principal facteur
de virulence de C. difficile. Cette hypothése est fondée sur plusieurs études qui ont montré que
I'administration intragastrique de TcdA a des hamsters a entrainé des symptomes d’ICD,
notamment une inflammation intestinale, une diarrhée et éventuellement la mort. En revanche,

aucun symptdme de maladie n'a été observé chez les hamsters suite a I'administration de TcdB,
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a moins que des concentrations sublétales de TcdA aient été co-administrées [352]. Le résultat
d’une autre étude réalisée chez le lapin a soutenu ces conclusions, avec 1’observation que
I’administration de TcdA purifiée entrainait une hémorragie, une nécrose cellulaire et une
augmentation de la perméabilité intestinale, contrairement a I’administration de TcdB. En outre,
une forte réponse humorale contre TcdA est suggérée comme un indicateur important de la

réduction de la gravité des ICDs et de la rechute chez I’Homme [353,354].

L'importance de TcdA dans le développement des ICDs a été remise en question a la suite
de I'émergence de souches pathogénes de C. difficile produisant seulement TcdB. Ces souches
ont provoqué le spectre clinique complet des ICDs, certaines études suggérant méme que ces
souches ont causé une maladie plus grave que les souches produisant a la fois TcdA et TcdB
[321]. Contrairement aux données obtenues en présence des toxines purifiées, I'isolement de
ces souches variantes a suggéré que TcdA n’était pas essentielle pour l'apparition des
symptomes des ICDs et que les souches ne produisant que TcdB étaient aussi virulentes que les
souches libérant les deux toxines. Par conséquent, ces études suggerent que TcdB jouerait un
réle qui semble étre crucial dans la manifestation de la maladie. En effet, il a été montré que
TcdB induit une réponse inflammatoire aigué et cause des dommages plus graves que TcdA au
niveau de I'épithélium intestinal chez la souris portant des explants intestinaux humains [355].
Dans ce modéle, TcdB était capable de provoquer des symptomes d’ICDs en I’absence de
TcdA. Des études sur un modéle d’embryon de poisson ont également montré la capacité de
TcdB a provoquer des dommages a 1'hote en 1’absence de TcdA, avec des 1ésions tissulaires
systémiques, en particulier au niveau du cceur. Ces résultats montrent clairement que TcdB peut
provoquer des effets systémiques chez I'hdte. De méme, Lyras et al. proposent que TcdB serait

le principal facteur de virulence de la souche 630 [356,357].

Récemment, la premiére souche possédant un gene tcdA intact, dans un environnement
génomique différent de celui de PaLoc, mais sans gene tcdB, a été caractérisée. Ce travail a
souleve I'nypothése que les locus codant une seule toxine pourraient avoir fusionné pour former
le locus typique a deux toxines (PaLoc), qui est la forme la plus couramment détectée
actuellement dans les isolats cliniques. Cependant, il convient de noter que les cas cliniques
confirmés d'ICD provoqués par des souches qui ne produisent que TcdA sont extrémement
limités [358].
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2.2.4.2 Latoxine binaire

La toxine Clostridioides difficile transférase (CDT), également connue sous le nom de
toxine binaire, est retrouvée avec une forte prévalence chez les souches de C. difficile
couramment associées aux ICDs trés graves, telles que les souches B1I/NAP1/027 et du ribotype
078 [359,360]. CDT a été décrite pour la premiére fois en 1988 chez la souche CD196 non
épidémique [161] et appartient a la famille des toxines ADP-ribosylantes binaires, et plus
spécifiqguement de la sous-famille de type iota-like des toxines binaires qui comprend également
la toxine iota de C. perfringens (i-toxine) et la toxine C2 de C. spiroforme (CST) [216]. Cette
toxine est appelée « binaire » car elle est composée de deux sous-unités, d’une part la sous-
unité catalytique (CDTa) de 48 kDa, qui confere I'activité ADP ribosyltransférase spécifique de
I’actine, et d’autre part, la sous-unité de liaison/translocation (CDTb) de 74 kDa qui permet le
passage du composant enzymatique au cytosol cellulaire. Chez les souches productrices de
CDT, les genes codant CDTa et CDTh, cdtA et cdtB, respectivement, sont situés sur une région
génomique de 6,2 kb appelée locus CDT, ou CDTLoc, qui code également un régulateur positif
de la production de CDT (CdtR). Les génes codant la toxine sont toujours présents chez

certaines souches PCR ribotypes épidémiques, comme les souches 027 et 078 [361-364].

CDT est un déterminant associé a la virulence mais son réle dans la pathogenése de la
maladie reste non confirmé. Toutefois, le mécanisme d'action de CDT est suggéré comme étant
similaire a celui de la toxine iota. En effet, lors de I'activation par des protéases de type sérine,
la forme monomérique de CDTb se lie a la lipoprotéine stimulée par le récepteur de la lipolyse
(LSR), un récepteur de surface cellulaire retrouve dans de nombreux tissus, y compris le foie et
I'intestin [365-367]. Une fois lié au LSR, CDTb s'oligomérise dans les radeaux lipidiques de la
membrane cellulaire, provoguant la liaison du composant enzymatique, CDTa [368]. Ce
complexe est ensuite internalisé dans le compartiment endosomal, déclenchant une insertion
membranaire de CDTb qui est ensuite suivie de la formation des pores, permettant la
translocation de CDTa, dans le cytosol [369]. Une fois dans le cytosol, CDTa conduit a la
ribosylation de 1'actine, avec I’inhibition de la polymeérisation de la G-actine et 1’induction de
la dépolymérisation de la F-actine, entrainant la destruction compléte du cytosquelette d'actine
et, finalement, la mort cellulaire [370]. Bien que la description du mécanisme d'action de CDT
dans les cellules soit définie, comme nous I’avons déja mentionné, le réle de cette toxine dans
la pathogenése de la maladie reste toujours mal élucidé. Cependant, des travaux récents ont
montré que CDT induit la formation d’un réseau de saillies, composeé de microtubules,

développé a la surface des cellules épithéliales du cdlon [371]. Ces saillies induites par CDT
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contiennent des vésicules mobiles, ce qui induirait le déroutement des vésicules contenant de
la fibronectine de la surface basolatérale a la surface apicale des cellules épithéliales
intestinales, ou les saillies sont formées. La fibronectine ainsi libérée améliorerait I'adhérence
des bactéries [372]. Ainsi, il a été suggéré que cette toxine est impliquée dans lI'adhésion de C.
difficile et la colonisation de I'ndte [371,372]. Néanmoins, des souches qui n’expriment
naturellement que la toxine CDT se sont révélées non virulentes dans un modéle de hamster
[373], suggérant que CDT seule est incapable de provoquer une infection intestinale sans les
deux toxines TcdA et TcdB, et qu’elle pourrait agir en synergie avec les principales toxines
pour induire une maladie plus sévére [373]. A ce jour, la présence de la toxine binaire corrélée
a des cas graves d’ICDs laisse supposer que la toxine binaire peut potentialiser la toxicité de
TcdA et TcdB et ainsi induire une forme plus grave de la maladie [363].

Enfin, de nombreuses études ont également montré une corrélation entre les souches
productrices de CDT, y compris de différents ribotypes, et I’augmentation du taux de mortalité
chez les patients atteints d’ICD [374,375]. Pourtant, la détection de CDT dans des échantillons
cliniques est actuellement limitée car aucun test de diagnostic fiable n'est disponible. Le
veritable impact de CDT sur la morbidité et la mortalité au cours des ICDs est donc
probablement sous-estimé. A noter que la toxine binaire est exprimée par environ 20 % des
souches. En outre, cinq cas d’ICDs probablement liés a des souches ne produisant pas les

toxines TcdA et TcdB, mais seulement la toxine CDT, ont été décrits en France [364].

2.3 La réponse de I’hote contre C. difficile

2.3.1 La réponse immunitaire innée contre C. difficile

L'infection aigué par C. difficile se caractérise par une forte réponse inflammatoire, et la
réponse immunitaire innée est en premiére ligne [376]. Récemment, il a été démontré que
I’infection par C. difficile est souvent caractérisée par des niveaux élevés de cytokines pro
inflammatoires, telles que les IL-1p, IL-8, IL-23 et IFNy [377,378].

La libération d'IL-1p et d'IL-8 dépend de [l'activation des voies de signalisation
inflammatoires en réponse aux déterminants de pathogénicité de C. difficile, aboutissant au
recrutement de neutrophiles, de monocytes et d’éosinophiles [379-381]. Ces dernieres cellules

jouent également un role important dans la protection contre I’ICD puisque, bien que les
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mécanismes d'action restent inconnus, elles contribuent a réparer les lésions tissulaires causees
par l'activité des neutrophiles [382-384]. Ce r6le important des éosinophiles est d’autant plus
remarquable que ces cellules immunitaires sont plutét caractéristiques de I'immunité de type 2,
une réponse qui est le plus souvent associée aux infections helminthiques, a l'allergie et a
I'asthme [385—387]. D’autre part, le recrutement de neutrophiles dans le c6lon est essentiel a 1a
protection de I'hdte en participant directement a la clairance des bactéries par phagocytose et
libération de facteurs microbicides [30]. Leur rble essentiel a été démontré chez des souris
dépourvues de réponse efficace de neutrophiles, lesquelles présentent une gravité de la maladie

et une mortalité accrues durant I'infection a C. difficile [388].

L'IL-23, une puissante cytokine pro-inflammatoire, est induite en aval de la signalisation
TLR et IL-1R par les facteurs de transcription NF-xB et AP-1 [389]. Dans le cblon, les
granulocytes et les monocytes représentent probablement les principaux producteurs de cette
cytokine, qui induit a son tour la production d'IL-1B, d'IL-17, d'IL-6 et de TNF-a, elles aussi
puissantes cytokines pro-inflammatoires [389,390]. A travers la production de ses médiateurs,
I'IL-23 joue un role dans l'induction des cellules Th17, qui jouent un rdle dans les infections
bactériennes, l'auto-immunité et les maladies inflammatoires chroniques de 1’intestin (MICI)
[390]. De plus, I’infection a C. difficile favorise, par le biais de I’interaction entre la couche S
et le TLR4, la libération de d’IL-10 et d’IL-4, qui stimuleraient la maturation des cellules B
naives en plasmocytes producteurs d’immunoglobulines et en cellules B mémoire spécifiques
[220]. Les protéines de couche S activent également les cellules dendritiques dérivées de la
moelle osseuse (BMDC) pour la production d’IL-12, d’IL-23 et d’IL-10 en activant la voie de
signalisation p38 des MAPKs [220].

Les facteurs majeurs de virulence de C. difficile, les toxines TcdA et TcdB, activent les
voies de signalisation des MAPK et de I'inflammasome pyrine [391,392]. Par ce biais, TcdA et
TcdB peuvent stimuler une réponse pro-inflammatoire avec la production de cytokines et de
chimiokines pro-inflammatoires (IL-1p, IL-8, TNF-a et IL-6) [393,394] et induire I’apoptose
des cellules épithéliales intestinales [395]. Cet effet des toxines est médié, en partie, par
’activation de la voie des MAPKs qui, a leur tour, activent les voies de signalisation de NF-
kB. La production d’IL-8 est également déclenchée par le stress cellulaire et la libération
d’UDP, un signal de danger putatif et un ligand du récepteur P2Y6, induits par TcdA et TcdB
ou TcdB seule [392,396]. TcdA et TcdB peuvent également contribuer a la formation et

’activation de I’inflammasome pyrine a la suite d’une inactivation des GTPases de la famille

64



Rho. Cela conduit au clivage des pro-IL-1B et pro-1L-18 pour libérer les formes actives de ces
cytokines par les pores formés dans la membrane plasmique (Cf. 3.3.6 L’ inflammasome pyrine)
[394]. Comme indiqué précédemment, I’'TL-1p et I’IL-18 sont de puissantes cytokines pro-
inflammatoires capables d’entrainer le recrutement de cellules immunitaires innées nécessaires
a la clairance des pathogénes [397]. Cowardin et al. (2015) ont montré que les toxines TcdA et
TcdB n’induisent pas la libération d’IL-1f et IL-23 dans des cellules dendritiques dérivées de
la moelle osseuse (BMDC). En revanche, en combinaison avec des filtrats bactériens ou des
motifs moléculaires de type PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns) ou DAMPs
(Danger associated molecular patterns), elles sont capables d'augmenter significativement les
niveaux de ces cytokines pro-inflammatoires [381]. Le méme résultat a été obtenu avec des
PAMPs non associés a C. difficile, comme le LPS, qui est spécifiquement reconnu par le TLRA4.
En I’absence de PAMPs ou de DAMPs supplémentaires, les toxines ont cependant entrainé une
augmentation de la transcription du géne IL23, suggérant que lI'augmentation de la production
d'IL-23 peut étre due a 1’activation des voies de signalisation pro-inflammatoires, notamment
de NF-xf [381].

Parmi les facteurs de pathogénicité de C. difficile, les flagelles, et plus particulierement les
monomeres de flagelline, sont reconnus spéecifiquement par le TLR5 et induisent une réponse
immunitaire innée. Yoshino et al. (2013) ont montré dans des cellules rénales transfectées par
le TLR5 et des cellules épithéliales intestinales HT29 et Caco-2 que la flagelline purifiée d’une
souche de C. difficile induit I’activation de la MAPK p38 ainsi que de NF-kB, aboutissant a la
production de différentes cytokines pro-inflammatoires, telles que 1’'IL-8 et CCL20. lls ont
également observé une amplification de cette production de cytokines a la suite d'un
prétraitement par la toxine TcdB. Ces auteurs ont conclu que la flagelline de C. difficile pouvait
jouer un role dans la pathogenése de I'lCD [219].

Dans ce sens, au sein de notre équipe de recherche, Batah et al. (2016) ont montré que la
flagelline de C. difficile active non seulement les voies de signalisation de NF-kB et de p38,
mais également celle des MAPKs ERK1/2 et JNK, dans des modeles cellulaires exprimant le
TLRS humain. Ils ont mis en évidence I’impact prédominant de I’inhibition de NF-«xB sur la
production d’IL-8 par les cellules stimulées par FliC, et donc le réle essentiel de NF-xB dans la
production d’IL-8, d’IL-6 et de MCP-1 par les cellules épithéliales [291,398]. La méme equipe
a étudié in vivo le role de FIiC dans la réponse inflammatoire de la muqueuse intestinale dans

un modele murin d’ICD. Ils ont démontré une synergie entre la flagelline et les toxines TcdA
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et TcdB de C. difficile dans I’induction d’une forte réponse inflammatoire intestinale. En effet,
les toxines produites au niveau de la muqueuse pourraient altérer le cytosquelette cellulaire et
ouvrir les jonctions serrées épithéliales, exposant alors le TLR5 exprimé au p6le basolatéral des
cellules [398].

2.3.2 La réponse immunitaire adaptative contre C. difficile

L’infection a C. difficile déclenche également une réponse immunitaire adaptative, avec la
production d’anticorps dirigés contre différents produits bactériens, en particulier les toxines et
les protéines de surface. Les toxines TcdA et TcdB induisent toutes deux une réponse
immunitaire humorale qui, malgré la structure similaire de ces deux protéines, semble
specifique. En effet, il a été montré que le sérum de souris immunisées spécifiquement avec
TcdA, ou TcdB, ne contenaient que de trés faibles taux d’anticorps dirigés contre 1’autre toxine
[399]. La présence fréquente d’anticorps dirigés contre les toxines de C. difficile dans la
population a été largement décrite : entre 50 et 70 % des adultes en bonne santé possedent des
anticorps sériques 1gG et IgA contre TcdA ou TcdB [400,401]. Les protéines de surface de C.
difficile sont également capables d’induire une réponse immunitaire adaptative. Les protéines
flagellaires FIiC et FIiD et les protéines associées a la surface Cwp66 et Cwp84 se sont
également révélées immunogeénes. Des anticorps dirigés contre ces protéines ont été détectés
apres le diagnostic d’une ICD et pendant les 2 semaines suivantes [264,376].

L'importance de cette réponse immunitaire adaptative pourrait influencer I’issue de la
colonisation et de I’ICD. Il a en effet ét¢é montré un lien entre les taux d’immunoglobulines
sériques dirigés contre des antigenes de C. difficile et la sévérité de I’infection ou le risque de
développer une rechute. D’autre part, certaines classes d'immunoglobulines semblent plus
importantes que d'autres dans 1’induction de cette immunité contre C. difficile. Les IgA jouent
un réle essentiel dans I'immunité muqueuse et donc dans la protection contre la bactérie au sein
de la lumiere intestinale. En effet, une diminution des cellules productrices d'IgA au niveau
colique, ainsi que des faibles taux d'lgA fécales, ont été associés a des symptdmes prolongés de
I'ICD et a une récurrence de l'infection [401,402]. La forte production d’IgM, qui sont les
immunoglobulines les plus précoces, dirigées contre les toxines ou des proteines de surface de
C. difficile semblent étre un facteur de bon pronostic. Des patients possédant des concentrations
élevées d’IgM sériques anti-TcdA ou anti-TcdB, entre autres, dans les trois jours suivant
I'apparition de la diarrhée, semblaient ne pas présenter de récurrence [353]. D’autre part, des
patients possedant cette fois-ci une faible réponse IgM anti-SLPs (protéines de couche S)
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présentaient un risque de récidive 25 fois supérieur a celui des patients possédant une forte
réponse [403]. Les IgG, et en particulier celles dirigées contre les toxines, sont également
impliquées dans la protection contre le développement de I'lCD [404,405]. Cependant, une
réponse naturelle élevée en anticorps antitoxines ne protége pas toujours contre les ICD

symptomatiques.
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3 Les inflammasomes et Pimmunité innée

Les inflammasomes sont des complexes moléculaires de signalisation multimérique
cytosoliques découverts en 2002. Ce sont des effecteurs essentiels de I'immunité innée chez les
mammifeéres [406]. Les inflammasomes ont été principalement étudiés chez des macrophages,
mais ont également été décrits dans d'autres cellules myéloides, notamment les cellules
dendritiques et les neutrophiles, ainsi que dans les cellules cancéreuses et dans les cellules
épithéliales intestinales [407—-410].

3.1 Les récepteurs de la réponse immunitaire innée

La formation des inflammasomes est initiée par les récepteurs de reconnaissance
ou pattern recognition receptors (PRR), qui sont capables de détecter 1) les motifs moléculaires
associés aux agents pathogenes ou PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns),
molécules de nature variable (protéines, acides aminés, lipides, fragments d'ADN ou d'ARN)
issues habituellement d'agents infectieux (bactéries, virus, champignons, levures), 2) les
molécules associées aux dangers ou DAMPs (Danger associated molecular patterns) et 3) les
molécules modifiant I'hnoméostasie ou HAMPs (Homeostasis-altering molecular processes)
[411,412]. Les PRR comprennent, entre autres, les récepteurs de type Toll (TLR, Toll-like
receptor) et les récepteurs de type NOD (NLR, NOD-like receptor), que nous détaillons ci-

dessous, ainsi que les récepteurs AIM2 (absent in melanoma 2, ALR) et la pyrine [411,413].

3.1.1 Les Toll-like receptors (TLR)

Chez les mammiferes, 13 TLRs différents ont été identifiés (TLR1 a 11 chez I’Homme,

TLR1-9 et TLR11-13 chez la souris) avec peu de différences fonctionnelles observées entre ces
deux espéces. D’une maniére générale, les TLRs qui reconnaissent spécifiquement des produits
bactériens, tels que les TLR1 et TLR6 (qui reconnaissent des lipoprotéines di et tri-acylées), le
TLR2 (qui reconnait des lipoprotéines, des peptidoglycanes, des acides lipotéichoiques), le
TLR4 (qui reconnait le lipopolysaccharide - LPS) et le TLR5 (qui reconnait les flagellines
bactériennes), sont des récepteurs transmembranaires exprimés sur la membrane des cellules
immunitaires et des cellules épithéliales intestinales. En revanche, les TLRs qui reconnaissent
des acides nucleiques, tels que les TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 et TLR13, sont
exprimés exclusivement sur la membrane des compartiments intracellulaires. Le récepteur

TLR4 est cependant exprimé a la fois sur les membranes cellulaires (signalisation pro-
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inflammatoire) et intracellulaires (signalisation anti-inflammatoire) [414-416]. Chaque TLR
est composé d'un domaine extracellulaire riche en leucine responsable de la reconnaissance des
PAMPs, des DAMPs ou des HAMPs, un domaine transmembranaire et un domaine du
récepteur Toll-IL-1 (TIR) cytoplasmique responsable de I’initiation de la cascade de
signalisation cellulaire. Le domaine TIR peut recruter (lors de I'activation du TLR spécifique)
des adaptateurs différents tels que MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88), TRIF
(TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-), TIRAP / MAL (TIR domain
containing adaptor protein) et TRAM (TRIF-related adaptor molecule), qui sont ensuite

responsables d'une réponse biologique spécifique [416-418].

3.1.2 Les Nod-like receptors (NLR)

Contrairement aux TLR liés a la membrane, qui détectent les PAMPs a la surface des

cellules ou dans les endosomes, les NLR reconnaissent les molécules microbiennes dans le
cytosol de I'néte [419,420]. La famille NLR est composée de 23 membres chez I'homme, alors
que le génome de la souris contient au moins 34 genes de NLR [421]. Des homologues des
NLR sont présents dans les plantes (genes R) et les animaux, y compris des organismes
phylogénétiqguement plus primitifs tels que le poisson zebre et I'oursin, bien gu'ils ne soient pas
retrouvés chez les insectes ou les vers [422,423].

NOD1 et NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain 1 and 2) ont été les premiers NLR
identifiés [424]. lls détectent tous deux des molécules bactériennes produites lors de la synthése,
la dégradation et le remodelage du peptidoglycane (PGN), composant majeur des parois
cellulaires bactériennes. NOD2 détecte le muramyl dipeptide (MDP), retrouvé dans presque
toutes les bactéries a Gram positif et & Gram négatif, tandis que NOD1 reconnait les fragments
de PGN contenant de l'acide y-D-glutamyl-méso-diaminopimélique (iE-DAP) de la plupart des
bactéries a Gram négatif et de certaines bactéries a Gram positif [425]. En réponse a leurs
agonistes microbiens, NOD1 et NOD2 induisent l'activation de NF-kB et des MAPK qui
pilotent la transcription de nombreux genes impliqués dans les réponses immunitaires innées et
adaptatives [426-428].

En revanche, plusieurs NLR dont NLRC4 (NLR family CARD domain-containing protein 4,
également appelé IPAF), NLRP1, NLRP3 (NACHT, LRR, FIIND, CARD domain and PYD
domains-containing proteins) et NAIP (NOD-like receptor family apoptosis inhibitory protein)
sont impliqués dans Il'assemblage des inflammasomes, responsables de l'activation de la

caspase-1 [429].
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3.2 Voies de signalisation des inflammasomes

Lors de la détection d'un PAMP, certains PRR recrutent la protéine adaptatrice associée
a lI'apoptose (ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD). ASC contient
deux domaines : un domaine pyrine (PYD, pyrin domain) et un domaine d'activation et de
recrutement des caspases (CARD, caspase-activation and recruitment domain), qui, par des
interactions homotypiques CARD-CARD, permettent a ASC de coupler le PRR a la caspase-1.
Alternativement, les PRR contenant un CARD peuvent se lier directement au domaine CARD

de la caspase-1 et former ainsi un complexe d’inflammasome sans ASC [430] (Figure 17).

Une fois, la caspase-1 activee, elle clive protéolytiquement les procytokines pro-
inflammatoires pro-IL-1f, pro-IL-18 et pro-1L-33 dans leurs formes matures IL-1f, IL-18, IL-
33 [430,431]. Les caspases associées a l'inflammasome (caspases-1, -4, et -5 humaines, et
caspases-1 et -11 murines) ont la capacité de médier le clivage et I'activation de la protéine
porogéne gasdermine D (GSDMD), libérant un domaine N-terminal qui s'oligomérise dans la
membrane plasmique de I'néte pour provoquer le phénoméne de pyroptose (forme de mort
cellulaire inflammatoire programmeée) dans les macrophages, les neutrophiles et d'autres
cellules [407,432-434]. L'oligomérisation des domaines N-terminaux de la gasdermine conduit
a la formation de pores, au ballonnement cellulaire et a la libération du contenu cytoplasmique,
y compris des cytokines IL-1B, IL-18, et IL-33 biologiquement actives, qui génerent une
réponse inflammatoire chez I'hdte [435-440]. La figure 16 résume les cascades d’activation

canonique et non canonique des inflammasomes.
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Figure 17. Voies d’activation des inflammasomes. (A) Les détecteurs de PAMPS sont des protéines cytosoliques
qui contiennent un domaine pyrine (PYD) et/ou un domaine d'activation et de recrutement de caspase (CARD).
Ils peuvent également contenir un domaine de répétition riche en leucine (LRR), un domaine de liaison aux
nucléotides (NBD), un domaine HIN-200, un domaine B30.2, un domaine enroulé (CC), un domaine B-box (B),
un domaine de recherche de fonction (FIIND) ou un domaine de baculovirus « inhibiteur de répétition d'apoptose »
(BIR). Les sensors d’inflammasommes contenant un PY D peuvent recruter la protéine adaptatrice ASC (apoptosis-
associated speck-like protein containing a CARD) pour médier les interactions CARD-CARD avec la pro-caspase-
1 (représentés par les « scaffold » ASC positif). Cependant, NLRC4 et NLRP1b murin contiennent un CARD et
peuvent interagir directement avec la caspase-1 sans besoin d'ASC (représenté par « scaffold » ASC négatif). (B)
L'activation canonique de l'inflammasome se produit en réponse a des motifs moléculaires PAMPs, DAMPs et
HAMPs. La caspase-1 activée clive la gasdermine D (GSDMD) pour libérer le domaine N-terminal (GSDMD-
NT) qui induit la pyroptose. La caspase-1 clive également la pro-IL-1p et la pro-IL-18 pour former leurs formes
actives qui sont libérées a travers les pores. (C) Le lipopolysaccharide (LPS) cytosolique libéré par les bactéries a
Gram-négatif est détecté par la caspase-11 murine ou les caspase-4 et -5 humaines, conduisant a une activation
non canonique de l'inflammasome. Ces caspases activées clivent ensuite la GSDMD et provoquent une pyroptose.
De plus, la GSDMD-NT active l'inflammasome NLRP3 qui induit ensuite la maturation des cytokines pro-
inflammatoires d’une maniére similaire a celle de la voie canonique de l'inflammasome. Abréviations : AIM2,
absent in melanome 2 ; B. anthracis, Bacillus anthracis ; DHX9, DEAH-box helicase 9 ; NAIP, NOD-like receptor
family apoptosis inhibitory protein ; NEK7, NIMA-related kinase 7 ; S. Typhimurium, sérovar Salmonella enterica
Typhimurium [441].

3.3 Les inflammasomes

Dans ce chapitre, nous décrivons un certain nombre d’inflammasomes, en terminant par
I’inflammasome NLRC4 qui, faisant I’objet des recherches présentées dans ce manuscrit de

these, sera particulierement détaille.
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3.3.1 L’inflammasome NLRP3

NLRP3 contient en C-terminal un domaine de répétition riche en Leucine (LRR,

leucine-rich-repeat domain), un domaine central de liaison aux nucléotides (NBD, nucleotide-
binding domain), et un domaine pyrine (PYD, pyrin domain) en N-terminal (Figure 16). Les
membres NLRP3 de la famille NLR (également connu sous le nom de cryopyrine, CIAS1 et
Nalp3) peuvent activer la caspase-1 en réponse a un certain nombres de stimuli divers,
notamment I'ATP, les cristaux d'urate monosodique (MSU), les toxines bactériennes porogenes
et les agents pathogenes [442,443]. Lors de son activation, NLRP3 recrute la molécule
adaptatrice ASC par une interaction des domaines pyrine-pyrine ; ASC recrute alors la caspase-
1 par des interactions CARD-CARD, formant ainsi lI'inflammasome NLRP3 [444]. Cette
activation exerce des perturbations cellulaires induites par la formation de pores de la
membrane plasmique et des flux ioniques, ainsi que par un dysfonctionnement mitochondrial
[442]. Ces perturbations sont également liées a la pathogenése de maladies caractérisees par
des inflammations, comme I’athérosclérose causée par un dépdt de cristaux de cholestérol, la
silicose et l'asbestose causées par la silice et I’amiante, respectivement, qui sont considérées

comme des activateurs exogenes de NLRP3 [445-447].

L’activation de NLRP3 dépend de deux étapes, définies par une étape d'amorcage et une
étape d'activation. L'étape d'amorcage initiale induit une régulation positive de NLRP3. Dans
les macrophages humains et murins, cette étape nécessite la reconnaissance des PAMP et/ou
des DAMP par les PRR, y compris les TLR et les NLR NOD1 et NOD2, ou nécessite une
stimulation des cytokines via le récepteur de I'lL-1 (IL-1R) et les récepteurs du facteur de
nécrose tumorale (TNF) TNFR1 et TNFR2 [4438].

Plusieurs médiateurs facilitant la transduction du signal de ces récepteurs ont été décrits,
notamment la protéine adaptatrice MyD88 (myeloid differentiation primary response 88), les
interleukines kinases 1 associées aux récepteurs IRAK1 et IRAK4, la kinase de régulation du
signal d'apoptose ASK1 et ASK2, la protéine FADD (Fas-associated protein with death
domain), la caspase-8, l'ubiquitine lié a la protéine SHARPIN et la protéine TIFA (TRAF-
interacting protein with forkhead-associated domain) [448-454]. Ces composants de
signalisation conduisent finalement a la transcription des genes humains et murins codant

NLRP3 et IL-1B, préparant ainsi la cellule a répondre aux activateurs de NLRP3 [448].
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L'activation de NLRP3 est eétroitement régulée par des modifications post-
traductionnelles [442]. La protéine E3 ubiquitine ligase contenant un motif tripartite TRIM31
(tripartite motif-containing protein 31) et MARCH7 (membrane-associated ring-CH-type
finger ) chez la souris peuvent réguler négativement NLRP3 par ubiquitination, alors que
I'ubiquitine ligase E3 Pellino2 favorise I'activation de NLRP3 dans les macrophages humains
et murins [455-457]. La phosphorylation est une autre modification critique impliquée dans la
régulation de NLRP3. La protéine kinase A inhibe 1’activation de NLRP3 en phosphorylant le
domaine NBD (nucleotide binding domain), alors que la phosphorylation de NLRP3 par la
protéine kinase D au méme résidu favorise son activation en réponse au diacylglycerol
accumulé au Golgi dans les monocytes humains et les macrophages murins dérivés de la moelle
osseuse (BMDMs) [458-460]. Des études complémentaires ont suggéré que les NLRP3 humain
et murin peuvent étre régulés négativement par sumoylation [461]. Ces modifications post-
traductionnelles mettent en évidence la régulation complexe qui régit 1’activation et 1’inhibition

de NLRP3 [442].

Le modele de canal ionique activé est lié a 1’activation de NLRP3 par plusieurs

mécanismes : I’ATP (adénosine triphosphate) extracellulaire provenant d’agents pathogeénes
microbiens active le récepteur P2X7 (P2X7R) et permet I’efflux d’ions de potassium
intracellulaire (K") entrainant I’activation de NLRP3 [462,463].
NLRP3 peut étre activé par une augmentation du Ca2* intracellulaire, détecté par le récepteur
sensible au calcium dans les BMDMSs murins. L’élévation du Ca2* intracellulaire se retrouve
également dans les mononucléaires du sang périphérique (PBMC) de patients atteints du
syndrome périodique associé a la cryopyrine (CAPS, cryopyrin-associated periodic syndrome),
groupe de maladies auto-inflammatoires rares et hétérogénes caractérisées par une
inflammation systémique mediée par I'lL-1p et des symptomes cliniques touchant la peau, les
articulations, le systeme nerveux central et les yeux [464]. Une perturbation de I'noméostasie
mitochondriale du Ca2* contribuerait également a l'activation de NLRP3 pendant I’infection a
Pseudomonas aeruginosa des cellules épithéliales primaires des voies respiratoires humaines
[465]. En revanche, l'influx de Ca2* est indispensable pour l'activation de NLRP3 dans les
macrophages murins et les cellules dendritiques ; cependant, cet influx se produit a la suite de
I'activation de la caspase-1 [466]. Par consequent, des études supplémentaires sont nécessaires
pour élucider les mécanismes exacts de la fagon dont la fluctuation ionique peut médier
I’activation de NLRP3.
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Un certain nombre de toxines bactériennes porogenes (comme celles de Streptococcus du
groupe B) peut également provoquer une dérégulation des ions cellulaires et une activation de
NLRP3 [467]. De plus, la liaison médiée par le domaine LRR de NLRP3 avec des protéines
régulatrices, telles que la protéine SGT1 (suppressor of the G2 allele of Skpl) associée a
I'ubiquitine ligase et la protéine de choc thermique 90 (HSP90) peuvent également réguler
I'activité de NLRP3 [468].

Les especes réactives de l'oxygene (ROS) libérées par les mitochondries sont
considérées comme un signal d’alarme induit par le stress cellulaire et peuvent déclencher
I’activation des inflammasomes NLRP3. Le modéle ROS est basé sur des observations
montrant que NLRP3 est activé lors de dommages mitochondriaux et de la libération de ROS
[469]. Ainsi, par exemple, I’ADN mitochondrial oxydé (ADNmt) provenant des mitochondries
endommagées par une infection bactérienne, ou par d'autres moyens, peut se lier et activer
NLRP3 [470]. Ce phénomeéne serait régulé négativement par la protéine anti-apoptotique Bcl2,
suggérant un lien entre I'apoptose et I'activation de I'inflammasome. Récemment, les protéines
GBP5 (guanylate-binding protein 5) et PKR (dsRNA-dependent protein kinase) ont été
proposées comme jouant un role essentiel dans I'activation de NLRP3. GBP5 interagit avec le
domaine pyrine de NLRP3 et aide & I'oligomérisation de I'inflammasome [471]. Il a également
été démontré que la PKR s'autophosphoryle lors de la stimulation des macrophages avec les
ligands de NLRP3 et ensuite se lier a NLRP3 (ainsi qu'a NLRP1b, NLRC4 et AIM2) [472].
Ainsi, la PKR peut activer directement l'inflammasome NLRP3 et médier la libération de
cytokines pro-inflammatoires lorsqu'elle est stimulée par de nombreux ligands, y compris les
pathogenes bactériens. 1l n'est cependant pas clair comment la phosphorylation de PKR conduit
a l'activation de I'inflammasome lors d'une infection. Etant donné que de nombreux activateurs
de NLRP3 entrainent également une inhibition de la synthese des protéines, il a pu étre constaté

que le blocage direct de la fonction ribosomique conduit a I'activation de I'inflammasome [473].

L'activation canonique de l'inflammasome NLRP3 commence par un signal, piloté par
plusieurs classes de récepteurs, qui facilitent la régulation a la hausse de NLRP3 et la pro-
interleukine IL-1p. Un signal d'activation est ensuite initié¢ par des motifs moléculaires PAMP,
qui induisent des changements physiologiques détectés par NLRP3 suivi du recrutement de la
protéine ASC et de la caspase-1 pour former un complexe inflammasome [429,444]. La kinase
7 humaine et murine liée a NIMA (NEK?7) est un partenaire de liaison de NLRP3, NEK7 se

liant aux domaines LRR et NBD de NLRP3. Dans la conformation active du complexe NEK7-
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NLRP3, NEK?7 interagit avec une molécule de NLRP3 voisin pour faciliter I'oligomérisation
des protéines NLRP3. Cependant, le complexe NEK7-NLRP3 ne semble pas suffisant pour
conduire a l'activation de l'inflammasome NLRP3, des effecteurs supplémentaires étant

nécessaires a declencher ce processus [474].

L'activation non canonique de NLRP3 se produit en réponse au LPS intracellulaire,
initiée par la liaison du fragment lipide A du LPS hexa-acylé a la caspase-11 de souris ou aux
orthologues humains caspase -4 et -5 [475,476] (Figure 16C). Ces caspases clivent la GSDMD,
conduisant a la génération de pores sur la membrane plasmique et a un efflux de K*, déclenchant
enfin I'activation de I'inflammasome NLRP3 [432,433,477,478]. Il a également eté suggéré
qu'en réponse au LPS cytosolique, la caspase-11 clive le canal membranaire pannexine-1
(Panx1), induisant la libération d'ATP et la pyroptose médiée par P2X7 (P2 purinoceptor 7). Il
est a noter que les BMDMSs murins dépourvus de Panx1, et donc dépourvus de I'axe caspase-
11-pannexine-1, peuvent encore induire un efflux de K* et une activation de NLRP3
indépendamment de P2X7 [479]. Les membres de la protéine GBP de liaison au guanylate et
de la GTPase IRG (immunity-related GTPase) peuvent cibler et détruire les vacuoles contenant
des agents pathogenes pour libérer du LPS bactérien, entrainant I’activation de la caspase-11 et
I’assemblage de l'inflammasome non canonique NLRP3 [480-482]. Par ailleurs, les vésicules
de la membrane externe (OMV) sécrétées par les bactéries a Gram négatif contenant du LPS
peuvent également activer la caspase-11 suite a leur internalisation dans les cellules par
endocytose médiée par la clathrine [483]. Ces OMV déclenchent I'activation de I'inflammasome
dans différentes cellules, y compris les macrophages et des cellules épithéliales humaines et
murines, ce qui montre une autre voie d’activation non canonique de I’inflammasome NLRP3

au cours des infections par les bactéries a Gram négatif.

3.3.2 L’inflammasome NLRP1

L'inflammasome humain NLRP1 (NALP1, nacht leucine-rich repeat protein 1, ou

CARD?7) a été identifié comme la premiére plate-forme d'activation de la caspase-1. Le NLRP1
humain a un domaine PYD en N-terminal, 3 domaines centraux : NBD, LRR et FIIND
(function-to-find domain) et un domaine CARD en C-terminal [484]. Contrairement au génome
humain qui posséde un seul géne codant NLRP1, trois paralogues Nlrpl, nommés Nlirpla, b et
C, sont présents dans le génome de la souris. L’inflammasome NLRP1b murin a également été

lie a la production d'IL-1p suite a une interaction avec le muramyl-dipeptide (MDP) [485]. Des
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études génétiques ont identifié Nlrplb comme le gene responsable de la pathologie induite par
la toxine létale (LT), sécrétée par Bacillus anthracis [486]. LT est un complexe protéique
dimérique composeé d'un antigene protecteur (PA), une toxine formant des pores, et d'un facteur
letal, une protéase qui est délivrée par le PA dans le cytosol des cellules intoxiquées [487]. Des
études ultérieures ont révéleé que la susceptibilité a la mort cellulaire des macrophages induite
par LT, un événement critique dans la pathogenese de la pathologie induite par la LT, est médiée
par l'activation de la caspase-1 dépendante de NLRP1b [486].

Des études sur les cellules THP1 ont montré que NLRP1 forme un complexe avec
CARDS, ASC, les caspase-5 et -1 afin de favoriser la secrétion I'lL-1p [484]. D’autres études
concernant NLRP1, ASC et pro-caspase-1 purifiés ont révélé que NLRP1 oligomérise avec la
pro-caspase-1 en présence de MDP. Ces études ont suggéré que la caspase-1 est activée via un
mécanisme en deux étapes par lequel le MDP induit un changement conformationnel de NLRP1
ce qui lui permet a son tour de se lier au nucléotide et de s'oligomériser, créant ainsi une plate-
forme pour l'activation de la caspase-1. Le mécanisme qui déclenche I'oligomérisation de
NLRP1 reste incertain puisqu’ il n'y a aucune preuve que le MDP se lie 8 NLRP1. De maniere
surprenante, la molécule adaptatrice ASC ne semble pas essentielle a I’activité de NLRP1, bien

que son ajout augmente I'activation de la pro-caspase-1 médiée par NLRP1 in vitro [488].

3.3.3 L’inflammasome NLRP6

La protéine NLRP6, exprimée dans le tractus gastro-intestinal, les reins, le foie et les

épithéliums, serait impliqué dans l'obésité, I'inflammation intestinale, la tumorigenése, la
régulation du microbiote commensal, et plus réecemment, dans la reconnaissance des bactéries
pathogénes [489-492].

Des souris déficientes en NLRP6 ont montré un microbiote intestinal altéré et une
prédisposition a la colite avec une diminution des niveaux de sécrétion d'IL-18 par les cellules
intestinales [489]. Cependant, Anand et al. ont montré que NLRP6 est un régulateur négatif de
I'immunité innée durant certaines infections bactériennes (L. monocytogenes, S. Typhimurium
et E. coli). L’infection bactérienne des souris déficientes en NLRP6 entraine une augmentation
du nombre des monocytes et de neutrophiles dans le sang avec une activation de la voie de
signalisation NF-kB, montrant un réle de NLRP6 dans la réponse inflammatoire [491]. Le

mécanisme d’activation de NLRP6 dans ce processus reste cependant inconnu.
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3.3.4 L’inflammasome NLRP7

NLRP7, exprimé chez I’homme, mais pas chez la souris, est activé en réponse aux
lipopeptides bactériens (ligands TLR2) [493]. La structure en trois dimensions de NLRP7 a été
étudiée par résonnance magnétique nucléaire (RMN) et a révélé également un domaine PYD
central, un pli a six faisceaux a-hélicoidaux, autour d'un noyau hydrophobe [494]. Comme tous
les membres de la famille NLRP, NLRP7 est composé d'un domaine N-terminal PYD, d'un
domaine NACHT central suivi d'un domaine NAD et de plusieurs domaines LRR en C-terminal
[495]. Plusieurs isoformes ont été décrites et prédites avec des nombres de LRR variables en
raison de I'épissage alternatif. Le role du nombre de LRR dans la fonction de NLRP7 reste a
élucider, cependant, lI'analyse de deux isoformes de NLRP7 avec 5 et 7 LRR a révélé une
activité pro-inflammatoire plus élevée de l'isoforme la plus longue, suggérant une conséquence
fonctionnelle potentielle basée sur le nombre de LRR [493]. Différentes études contradictoires
ont fourni des preuves d'un réle de NLRP7 dans la régulation de I'inflammation, en particulier
chez les macrophages. Alors que l'activation de I'inflammasome NLRP7 a été déemontrée en
réponse a une infection bactérienne chez les macrophages, son role anti-inflammatoire a été
largement observé par surexpression dans des cellules non immunitaires. Par conséquent,
I'élucidation du mécanisme précis nécessitera des études supplémentaires en raison des activités
contradictoires rapportées pour l'activation de l'inflammasome et/ou la régulation de NF-«xB
[495].

Par ailleurs, il existe de plus en plus de preuves que NLRP7 joue un role important au
début de la grossesse en affectant la maturation des ovocytes, le remodelage de I'endométre et
le développement placentaire. De plus, des mutations incluant des substitutions, des insertions,
des délétions et des duplications, qui affectent la plupart des exons NLRP7 et modifient
directement NLRP7 ont été détectées chez des femmes ayant des antécédents de mole
hydatiforme récurrent [496,497], une forme de grossesse anormale caractérisée par un néoplasie
trophoblastique qui entraine un développement embryonnaire défectueux. Alors que le lien
entre les variants génomiques NLRP7 et mole hydatiforme semble évident, le mécanisme
moléculaire et les conséquences fonctionnelles de ces mutations sont encore mal compris. Une
hypothése émergente est que l'inflammation peut contribuer a la pathogenese de la mole
hydatiforme, car les tissus placentaires des patientes atteintes présentent des caractéristiques

histopathologiques de chorioamnionite (inflammation des membranes fcetales) et de
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chorangiose (hypoxémie tissulaire entrainant une néoangiogeneése et une nécrose chorioniques

excessives) [495].

3.3.5 L’inflammasome AIM2
AIM2 est un récepteur cytosolique qui détecte 'ADN double brin (ADNdb) d'origine

microbienne et virale, pour former un inflammasome et activer la caspase-1 [498-501] (Figure
17B). Ce récepteur est constitu¢ d’un domaine pyrine en N-terminal et d’un domaine HIN200
de liaison a I'ADN en C-terminal. C’est la seule protéine connue qui contient le domaine
HIN200, lequel pourrait entrainer la maturation et la libération des IL-1p et IL-18 via une
interaction avec ASC et la caspase-1 [500-502].

Le domaine HIN-200 chargé positivement excerce une attraction électrostatique sur le squelette
sucre-phosphate chargé négativement de I'ADNdb et se lie a cet ADNdb dans les cellules
murines et humaines, a condition que cet ADNdb ait une longueur d'au moins 70 pb. Par
conséquent, I'assemblage de I'inflammasome AIM2 est largement contrélé par la longueur de
I'’ADNdb [500,501,503-505].

Les macrophages murins KO en AIM2 sont déficitaires en caspase-1, pro-IL1f et pro-
IL-18 aprés une infection par Listeria monocytogenes et par la souche Francisella tularensis
LVS, montrant ainsi I'importance de I'activation de I'inflammasome AIM2 contre les bactéries
au niveau intracellulaire [502,506]. De plus, AIM2 joue un r6le majeur dans la détection de
virus a ADN cytosoliques tels que le cytomégalovirus murin (MCMV). Apres une infection par
le MCMV, I'lL-18 et la sécrétion d'IFNy ont été diminuées chez des souris déficientes en AIM2
[502].

3.3.6 L’inflammasome Pyrine

La pyrine est codee par le gene humain MEFV (familial mediterranean fever gene), dont
les mutations sont associées a des affections auto-inflammatoires connues sous le nom de fiévre
méditerranéenne familiale (FMF) [507]. Des souris porteuses des mutations associées a la FMF
ne dévéloppent pas de manifestations de la maladie lorsqu’elles présentent une délétion sur le
géne codant la GSDMD, suggérant que la pyroptose et la libération des cytokines sont associées
a la GSDMD, laquelle pourrait jouer un réle central dans les manifestation de la maladie [508].
La pyrine humaine posséde quatre domaines fonctionnels : le domaine pyrine (PYD), un

domaine a « zinc finger » (bBox), un domaine enroulé (CC) et un domaine B30.2/SPRY [509].
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La pyrine de souris ne possede pas de domaine B30.2/SPRY . La pyrine est assez distincte parmi
les récepteurs formant I'inflammasome et ne partage que le domaine PYD avec NLRP1, NLRP3
et AIM2. Le domaine PYD des récepteurs formant l'inflammasome est important pour
I'interaction avec la protéine adaptatrice ASC, qui lors du recrutement au récepteur oligomérise
en filaments a travers son PYD et recrute la pro-caspase-1 dans le complexe via son domaine
CARD.

La pyrine est constitutivement inactivée et son activation requiert 1’inactivation de ses
inhibiteurs endogenes. Ainsi, en homéostasie, les GTPases RhoA facilitent le recrutement des
protéines kinases de sérine-threonine PKN1 et PKN2, qui se lient et phosphorylent la pyrine en
S208 et S242 chez I'hnomme. Ces résidus phosphorylés se lient ensuite aux protéines inhibitrices
14-3-3 (famille de protéines de liaison a la phosphosérine qui régulent la fonction de
nombreuses protéines de signalisation), inhibant ainsi ’activation de la pyrine [509,510]. Les
protéines Rho-modificatrices, telles que la glycosyltransférase de TcdB de C. difficile,
I'adénylyltransférase VVopS du Vibrio parahaemolyticus, la protéine GTPase YopE et la cystéine
protéase YopT de Yersinia pestis, induisent I'activation de la caspase-1 et la libération d'IL-13
et d’IL-18 dans les macrophages murins et humains par le biais de I’activation de la pyrine
[391,511,512]. L’inactivation de RhoA par ces toxines bactériennes entraine la
déphosphorylation de la pyrine et la dissociation des protéines 14-3-3, favorisant 1’activation
de la pyrine murine et humaine [513]. En effet, des mutations des sérines, telles que S242R,
perturbent la phosphorylation inhibitrice, conduisant a l'activation constitutive de la pyrine
[514]. La dynamique du cytosquelette a également été impliquée dans l'activation de la
pyrine, puisque la pyrine est colocalisée avec les microtubules suggerant que la formation de
I’inflammasome de pyrine pourrait étre régulé par d’autres processus que la déphosphorylation
[515]. En effet, I'inhibition de I'activation de la pyrine par des médicaments perturbant les
microtubules tels que la colchicine empéche la polymérisation des ASC médiée par la pyrine
dans les BMDM murins et les PBMC (peripheral blood mononuclear cells) humains [513,516].
Il est a noter que certaines mutations trouvées chez les patients atteints de FMF se sont révélées
capables d’activer la pyrine indépendamment des microtubules, suggérant que la régulation de
I'inflammasome a pyrine est plus complexe qu'on ne le pensait auparavant, et que d'autres

mécanismes peuvent jouer un role dans son activation [516].
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3.3.7 L’inflammasome NAIP
Les protéines NAIP inhibitrices de I'apoptose de la famille NLR (NOD-like receptor

family apoptosis inhibitory protein) sont des récepteurs cytosoliques appartiennent a la famille
IAP (inhibitor of apoptosis) et sont caractérisées par la présence en N-terminal de trois
domaines BIR (baculovirus inhibitor of apoptosis repeat) et un domaine conservé de liaison
aux nucléotides (NBD), un domaine hélicoidal 1 (HD1, helix domain 1), un domaine hélicoidal
« ailé » (WHD, winged helix domain), un domaine hélicoidal 2 (HD2, helix domain 2), et un
domaine de répétition riche en leucine (LRR [517]. Les NAIP reconnaissent certains
composants des bactéries a Gram négatif, notamment les composants du T3SS (systéeme de
sécretion de type I11) et des flagelles bactériens [518,519]. Les protéines NAIP et le NLRC4
sont homologues, ne différant que dans leur domaine respectif BIR et CARD, et, apres
activation, peuvent s'assembler en un inflammasome actif pour induire le clivage de I'lL-1p et
I'IlL-18 par la caspase-1, ainsi que la pyroptose. Cependant, leur réle dans la régulation de
I'apoptose n'est pas encore clair [520-522].

Les NAIP sont principalement exprimés dans les cellules immunitaires innées et le
cblon. Les souris dépourvues de NAIP présentent une pathologie tissulaire retardée par rapport
a leurs homologues du groupe témoin lorsqu'elles sont exposées au DSS [523]. Les NAIP se
sont révélés essentiels dans la restriction des agents pathogénes, car, en effet, les souris
déficientes en NAIP infectées par S. Typhimurium présentaient une charge bactérienne élevee
par rapport aux souris hétérozygotes ou aux souris témoins [524]. En outre, le tissu tumoral
isolé a partir de souris déficientes en NAIP exprimaient des cytokines pro-inflammatoires et
des métalloprotéinases matricielles (MMP) liées a la croissance et a I'invasion tumorales, avec
une activation importante du transducteur de signal et de l'activateur de la transcription 3
(STAT3). Cependant, aucune différence dans les taux d'IL-18 et d'IL-1pB n'a été détectée
pendant la colite induite par le DSS. Il a donc été montré que les NAIP régulent la

phosphorylation de STAT3 indépendamment de I'axe de I'inflammasome [523].

Le genome de la souris code sept protéines NAIP, la spécificité du ligand étant conférée
par un site de liaison au ligand dans leur domaine NBD [517,525]. NAIP1 et NAIP2
reconnaissent respectivement les composants protéiques aiguille et batonnet de la « seringue »
du T3SS bactérien, , tandis que NAIP5 et NAIP6 reconnaissent la flagelline [526-528].
Cependant, les ligands de NAIP3, 4 et 7 sont actuellement inconnus. Le facteur de regulation
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de l'interféron 8 (IRF8) regit partiellement la transcription des génes codant les NAIP chez la
souris [529]. Contrairement au génome de la souris, le génome humain code un seul NAIP avec
deux isoformes fonctionnelles qui reconnaissent la flagelline et les protéines du T3SS ;
cependant, les mécanismes par lesquels ces isoformes assurent la spécificité du ligand ne sont
pas clairs [527,530].

3.3.8 L’inflammasome NLRC4

La protéine NLRC4 a été initialement décrite par Poyet et al. comme étant une protéine

pro-apoptotique [531]. En cherchant des homologues structurels d’APAF1 (apoptotic protease
activating factor 1), une protéine connue pour activer les caspases apoptotiques en réponse au
cytochrome cytosolique et contenant un domaine d'activation et de recrutement de caspases
(CARD) et un domaine de liaison a I’ATP, les chercheurs ont identifié¢ une protéine capable

d'activer la caspase-1 et I'ont nommée IPAF (ICE-protease-activating factor) [531].

La découverte initiale de I'lPAF s'est accompagnée de I'observation que la protéine
entiére était incapable d'activer la caspase-1 dans des cellules transfectées, tandis que
I'expression de versions tronquées de la protéine dépourvue du domaine de répétitions riches
en leucine (LRR) en C-terminal induisait I'activation de la caspase-1 [532]. Cela a mis en
¢vidence que l'activation de I'I[PAF et d'autres protéines activant l'inflammasome est
étroitement régulée par des mécanismes transcriptionnels et post-transcriptionnels, afin
d'empécher une signalisation pro-inflammatoire incontrélée par I’inflammasome. L'expression
de NLRC4 est régulée a la hausse par des stimuli pro-inflammatoires tels que le TNFa, ainsi
que par l'activation de p53 médiée par un stress génotoxique [533]. IPAF a été renommée
NLRC4 du fait de sa structure possédant notamment un domaine CARD en N-terminal, et ainsi
reclassée au sein la famille des NLR. Conformément a son réle dans la détection du danger, de
nombreuses études ont démontré que les niveaux basaux d'expression de NLRC4 sont suffisants
pour assurer l'activation de l'inflammasome NLRC4 dans les cellules épithéliales et
immunitaires. Aprés une exposition a S. typhimurium, des macrophages murins dépourvus de
NLRC4 n’ont montré aucune activation de la caspase-1, suggérant que l'activation de NLRC4

était probablement régulée par un ligand [534].

Miao et al. (2006) et Franchi et al. (2006) ont démontré que la flagelline intra-
cytoplasmique de Salmonella était capable d'induire I'activation de la caspase-1 médiee par
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NLRC4 [535]. Le domaine LRR de NLRC4 agissait comme un récepteur direct de la flagelline,
comme cela avait été démontré pour le domaine LRR de TLR5. Miao et al. (2010) ont ensuite
démontré que les composants du systeme de sécrétion de type Il (T3SS) de Salmonella
pouvaient également induire une activation de la caspase-1 dépendante de NLRC4 en I'absence
de flagelline, ce qui suggere que l'activation de NLRC4 par des ligands bactériens pourrait étre
plus complexe [527,536]. De plus, Kofoed et Vance (2011) et Rayamajhi et al. (2013) ont
presque simultanément montré que NAIP5 et NAIP2 murins formaient des complexes avec
NLRC4 via une interaction, soit respectivement avec la flagelline, soit avec la protéine aiguille
du T3SS de Salmonella [526,537]. Des études supplémentaires ont révélé que NAIP6 pouvait
se substituer a NAIP5 dans la reconnaissance de la flagelline et que NAIP1 montrait une
capacite similaire a induire I'activation de I'inflammasome NLRC4 en réponse & la protéine
aiguille du T3SS [538,539]. Ainsi, différents génes de NAIP murins codent des protéines
capables d’induire une activation spécifique de NLRC4 médiée par un certain nombre de
ligands bactériens. Cependant, I'nomme ne posséde pas la duplication du gene NAIP observée
chez la souris. NAIP humain provoque I'activation de NLRC4 médiée par la protéine aiguille

du T3SS ainsi que par la flagelline dans les cellules humaines [540].

3.3.8.1 Caractéristiques structurelles de NLRC4

Comme tous les membres de la famille NLR, NLRC4 partage une structure commune a
trois domaines principaux : un domaine d'interaction homotypique en N-terminal, un domaine
central de liaison aux nucléotides et une série de LRR C-terminaux. Le domaine d'interaction
homotypique CARD de NLRC4 est constitué des 94 premiers acides aminés de la protéine,
présentant un repliement typiquement en 6 hélices o antiparalleles emballées autour d'un noyau
hydrophobe [541]. Le domaine central de liaison aux nucléotides appartient a la superfamille
des ATPases AAA+ et partage des caractéristiques structurelles avec d'autres protéines NLR,
notamment un domaine central NTPase et deux domaines hélicoidaux (HD1 et HD2) qui sont
interrompus par une région appelée domaine hélicoidal ailé (WD). Les 440 acides aminés C-
terminaux de NLRC4 sont constitués de 15 unités structurelles répétées, chacune étant un brin
béta riche en leucine lié a une courte hélice alpha de 8 a 15 acides aminés, appelées répétitions
riches en leucine [542].

L’analyse cristallographique aux rayons Xde la protéine NLRC4 recombinante murine
dépourvue du domaine CARD en N-terminal a révélé que cette protéine présente des

interactions intramoléculaires importantes entre le domaine LRR en C-terminal et le domaine
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de liaison aux nucléotides. La structure monomeére est stabilisée par ces interactions ainsi que
par les interactions avec I'ADP occupant le site de liaison des nucléotides [541]. Une mutation
d'un résidu a proximit¢é de I'ADP, entraine 1’oligomérisation spontanée de NLRC4, et
I'activation de l'inflammasome. De méme, la mutation de la lysine du NBD empéche NLRC4
de se lier a I'ATP, ce qui inhibe I'activation de la caspase-1 [543] (Figure 18).

HD1 (299-355) (356-463)

(95-298)

LRR (581-1024)

e

Figure 18. Structure globale de mMNLRC4. Les domaines structuraux de mMNLRC4DCARD sont étiquetés, et les numéros
suivant leurs étiquettes indiquent leurs limites. La molécule d’ADP liée est représentée en béton et en cyan. Certains des
éléments structurels sont étiquetés. La ligne pointillée indique la région désordonnée (résidus 1011 a 1014). "N" et "C"
représentent I'extrémité N et I'extrémité C, respectivement [541].

3.3.8.2 L’activation de I’inflammasome NAIP/NLRC4

Les études initiales sur NLRC4 ont révélé des interactions hétérotypiques avec plusieurs
protéines de la famille NLR (NOD1, NOD2, NLRP3 et NAIP) [540]. Des travaux structuraux
ultérieurs ont suggéré que la liaison du ligand modifie la structure des protéines NAIP de sorte
qu'elles puissent interagir avec NLRC4 et induire son oligomérisation. Néanmoins, NLRC4
peut avoir des interactions hétérotypiques avec d'autres protéines NLR, via un mécanisme
structurel similaire. La microscopie a super-résolution a montré que NLRC4 et NLRP3
colocalisent dans I'inflammasome dans les cellules infectées, bien que ces études n‘aient pas la
résolution nécessaire pour démontrer des interactions directes protéine-protéine entre NLRC4
et NLRP3 [544,545]. A ce jour, il n’a toujours pas été établi que la formation de structures

hétéro-oligomériques avec d'autres protéines NLR soit une caractéristique commune a la
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signalisation NLR, ni que la capacité de NLRC4 a répondre au NAIP lié a un ligand bactérien

représente un mécanisme de signalisation NLR unique a NLRC4 [546].

Deux études concernant la liaison de NLRC4 avec NAIP2 et l'aiguille du T3SS ont
révelé que NAIP lié au ligand s'associait a NLRC4 et semblait former des structures en forme
de disque constituées de monomeres ouverts de NLRC4 [519,547]. Les monomeres de NLRC4
de ce disque établissent des contacts intermoléculaires importants avec les faces opposées des
molécules de NLRC4 voisines [519,547]. Ces études ont démontré qu'un seul NAIP était
présent dans ces structures oligomériques qui, par ailleurs, présentaient une symétrie 11 fois
plus grande, ce qui suggere qu'un seul NAIP pourrait initier I'assemblage de 10 molécules de
NLRC4 en un inflammasome en forme de roue. Une étude basée sur la cryo-EM (cryo-
microscopie électronigue) sur les complexes NLRC4/NAIPS et la flagelline de S. Typhimurium
dans des cellules HEK293 a révélé des structures formées par des oligomeres de NLRC4 en
forme de batonnets constitués de monomeres disposés en hélice plutdt que de disques fermés
[548]. Cependant, on ne sait pas si NLRC4 peut former I'un ou l'autre complexe lorsqu'il est
activé et si la différence dans la structure oligomérique est fonction du complexe ligand
activateur-protéine NAIP [548].

A noter que l'activation de la caspase-1 par NLRC4 est indépendante du TLR5, car elle
se poursuit dans les macrophages déficients en TLR5 [535,549]. Ces résultats indiquent que la
flagelline est reconnue par au moins deux récepteurs différents : TLR5 détecte la flagelline
extracellulaire via le domaine N-terminal de la flagelline, tandis que NLRC4 reconnait la
flagelline cytosolique [550]. Des preuves indiquent que la protéine NAIP5 est également
importante pour la reconnaissance de la partie carboxy-terminale de la flagelline de L.
pneumophila et contribue a I'activation de lI'inflammasome NLRC4 [528].

L'activation de [l'inflammasome NLRC4 est principalement régulée au niveau post-
transcriptionnel. Les deux mécanismes de régulation les mieux décrits sont la liaison au ligand

et la phosphorylation [548] (Figure 19).
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Figure 19. Modéle d'activation de I'inflammmasome NAIP5/NLRC4. Etape 1 : La flagelline (oval blanc)
amorce NLRC4 en induisant une phosphorylation, puis se lie 8 NAIPS et 'active. L’étoile blanche indique le site
de phosphorylation dans NLRC4. Etape 2 : NAIP5 activé recrute et active NLRC4 amorcé en induisant des
réarrangements conformationnels similaires pour former le complexe NAIP5/NLRC4/_FliC-DO,. Etape 3 : Ce
complexe forme un site de nucléation pour la polymérisation hélicoidale de NLRC4. NAIP5 activé peut également
étre incorporé a basse fréquence. Etape 4a : le coté exposant CARD (vert) forme un complexe de nucléation pour
la multimérisation de la caspase-1. Etape 4b : le c6té exposant CARD du complexe hélicoidal permet également
la dimérisation. Dans les complexes hélicoidaux, 11 molécules NAIP5/NLRC4 sont représentées [548].

L'activation de NLRC4 implique des modifications post-traductionnelles, en particulier
la phosphorylation et éventuellement l'ubiquitination. En réponse a une exposition a
Salmonella, la protéine NLRC4 murine exprimée dans les macrophages était phosphorylée sur
la sérine 533 (S533). En outre, un mutant de NLRC4 incapable d'étre phosphorylé sur ce site a
été exprimé dans des macrophages dépourvus de NLRC4 de type sauvage (Nlrc4-/-), et a
présenté une activation de la caspase-1 et une sécrétion d'IL-1p atténuées apres une infection
par Salmonella. L'isoforme 6 de la protéine kinase C (PKC8) phosphorylait NLRC4 in vitro et
l'administration d'inhibiteurs et la déplétion génétique de PKC9 inhibaient la signalisation de
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I’inflammasome NLRC4 [546]. Une autre kinase, la Leucine Rich Repeat-containing Kinase-2
(LRRK?2), qui s'associe egalement a NLRC4, est capable de le phosphoryler au niveau du résidu
S533 [551]. De la méme maniére que pour PKC9, la réduction génétique de I'expression de
LRRK?2 a également entrainé une diminution de I'activation de I'inflammasome NLRC4. Des
études cristallographiques aux rayons X ont révélé que le résidu S533 était phosphorylé dans la
protéine NLRC4 recombinante purifiée exprimée dans des cellules d'insecte. Cette protéine a
été cristallisée dans son état monomerique inactif et la phosphorylation de ce résidu sérine

semblait stabiliser les interactions au sein de la molécule inactive [550].

L'activation de la pro-caspase-1 est induite par NLRC4 dans les cellules en présence de
I'adaptateur ASC. Comme indiqué plus haut, ASC contient un domaine pyrine et un domaine
CARD. L'activation de I'inflammasome provoque la condensation d'ASC cytoplasmique en un
oligomere insoluble connu sous le nom de « tache apoptotique » [552]. In vitro, I'assemblage
de d'’ASC adopte la forme de hélices homopolymeériques [553]. Cela permet de rapprocher les
domaines CARD d’ASC et conduit a la polymérisation des domaines CARD de la pro-caspase-
1, entrainant I'activation de nombreuses molécules de pro-caspase-1 (Figure 17). La protéine
NLRC4 activée s'associe également a ASC et colocalise avec celle-ci apres activation par
Salmonella [545,554]. Ces résultats sont cohérents avec la capacité d'ASC a renforcer
I'activation de la pro-caspase-1 induite par NLRCA4.

Toutes ces interactions contribuent a former le complexe multiprotéique appelé inflammasome
NLRC4, constitué de NAIP, NLRC4, ASC, et pro-caspase-1. La formation de ce complexe

contribue a I’activation de la caspase-1.

3.3.8.3 Les conséquences de ’activation de I’'inflammasome NLRC4

Apres la formation du complexe multiprotéique formé par NAIP, NLRC4, ASC et la
pro-caspase-1, I’activation de la caspase-1 entraine une cascade exponentielle de recrutement
de caspase-1, contribuant a la libération des 2 sous-unités p10 et p20 de cette caspase, a un
clivage de la Gasdermine D, ainsi qu’a la maturation et au relargage des cytokines pro-
inflammatoires [531,555]. La caspase-1 est également connue pour effectuer une maturation
protéolytique similaire de I'lL-18 [556-558]. Cependant, la caspase-1 a d'autres cibles
intracellulaires qui peuvent réguler la fonction cellulaire. Elle peut induire le clivage
protéolytique du facteur de transcription SREBP1 (sterol response element binding protein-1),
ce qui entraine une modification du métabolisme des stérols dans les cellules cibles [559]. Suite

a la formation de I’inflammasome, la pro-caspase-1 liée a ASC activée se clive d’une manicre
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autoprotéolytique, contribuant a la libération des 2 sous-unites p20 et p10 [560]. Ces 2 sous-
unités contribuent a ’activation de I’'TL-33 et a la maturation des cytokines spécifiques des
inflammasomes pro-IL1p, et pro-1L-18 ; elles clivent le prodomaine de la pro-1L-1p inactive au
niveau de YVHD (119)-A, produisant ainsi de I'lL-1p, et clivent la pro-IL-18 murine a LESD
(35)-N pour générer de I'lL-18 bioactive [431,561,562].

De plus, la caspase-1 active également de maniére protéolytique la protéine cytosolique
connue sous le nom de Gasdermin-D et le fragment amino-terminal résultant de ce clivage
s'assemble ensuite en pores membranaires cytoplasmiques [439]. Il est maintenant connu que
I'activation de la Gasdermine induit une perte de I'intégrité de la membrane cellulaire et induit
finalement le processus de mort cellulaire connu sous le nom de pyroptose. Contrairement a
I'apoptose (mort cellulaire programmee classique), la pyroptose entraine le relargage de
composants intracellulaires pro-inflammatoires, comme la protéine HMGBL, qui provoquent
également d'autres signaux inflammatoires dans les cellules hotes voisines, comme le relargage
de cytokines activées par les macrophages. La pyroptose contribue également a la défense de
I'nbte en perturbant I'environnement intracellulaire des pathogenes qui activent NLRC4
[431,563]. De plus, NLRC4 recrute la pro-caspase-8 dans le complexe de I'inflammasome. Le
recrutement et l'activation de la pro-caspase-8 en réponse a une infection par Salmonella
nécessitent a la fois la présence de NLRC4 et d’ASC. L'activation de la caspase-8 peut se
substituer a la caspase-1 dans la maturation de pro-IL-1pB, cependant, contrairement a la
caspase-1, la caspase-8 est une caspase pro-apoptotique [554]. Dans les cellules dépourvues de
la caspase-1 ou de la Gasdermine, empéchant la pyroptose, l'activation de NLRC4 induite par
Salmonella entrainera une apoptose dépendante de la caspase-8 [564].

3.3.8.4 Activation de I’'inflammasome NLRC4 par T3SS ou les flagelles bactériens

L'activation de I’inflammasome NAIP5/NLRC4 en réponse a la protéine aiguille du
T3SS de S. Typhimurium induit I'activation de la pro-caspase-1 et la sécrétion d'IL-1p par
I'intermédiaire de NLRC4 dans les macrophages intestinaux [565]. De plus, des homologues de
cette aiguille du T3SS provenant d'autres pathogénes entériques, notamment S. flexneri (MxiH),
E. coli entéerohémorragique (Eprl) et P. aeruginosa, ainsi qu’un systéme de sécrétion systéme
de sécrétion de type IV (T4SS) comme celui de L. pneumophila, activent également
NAIPL/NLRC4 [539,549,566]. Il est intéressant de noter que les ligands provenant
d'organismes commensaux, comme la flagelline d'E. coli non pathogéne, activent Iégerement

NLRC4 par rapport a la flagelline de Salmonella [567]. Par ailleurs, le T3SS de S. Typhimurium
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favorise la translocation de la flagelline dans le cytosol du macrophage. Cependant, il est
également possible que le T3SS crée un organite qui permet le transport de la flagelline dans le
cytosol de I'n6te, peut-étre par un appareil endogene de transport de peptides de I'hdte [568].
Des souris dépourvues de NLRC4 (NIrc4-/-) étaient plus sensibles a la provocation orogastrique
par Salmonella, avec une survie réduite et une charge bactérienne systémique accrue [565,569].
L'ensemble de ces études suggere que l'inflammasome NLRC4 joue un réle important dans
I’inflammation a la suite d’une reconnaissance des agents pathogeénes bactériens. Bien que de
nombreuses études initiales se soient concentrées sur la reconnaissance des Salmonella
intracellulaires par les macrophages ou les cellules phagocytaires, des études récentes ont
démontré que de multiples mécanismes de défense initiés par NLRC4 dans les cellules
épithéliales et immunitaires sont responsables de la restriction des Salmonella et probablement
d'autres agents pathogénes entériques. La plupart des études étaient concentrées sur la capacité
de NLRC4 a entrainer la sécrétion d'IL-1p, mais récemment des études ont montré la capacité
de NLRC4 a entrainer la sécrétion des IL-18 et des I1L-33 [431,569,570].

L'activation de la caspase-1 par I’intermédiaire de NLRC4 est indépendante du TLRS,
cette activation se poursuit sans interruption dans les macrophages déficients en TLR5
[534,535,549]. Ces résultats indiquent que la flagelline est reconnue au moins par deux
récepteurs différents : TLR5 détecte la flagelline extracellulaire, tandis que NLRC4 reconnait
la flagelline au niveau cytosolique. Des études prouvent que la protéine NAIP5 est également
importante pour la reconnaissance de la partie C-terminale de la flagelline de L. pneumophila
et contribue a Il'activation de I'inflammasome NLRC4 [528]. Il a été propose que NAIP5
s'associe a NLRC4 pour former un complexe inflammasome en réponse & L. pneumophila
[571]. En revanche, une étude montre que I'activation de la caspase-1 induite par une infection
par S. Typhimurium ou P. aeruginosa, qui est également déclenchée par la flagelline
cytosolique, est NAIPS indépendante [528]. Etant donné que les polymorphismes de NAIP5
peuvent influencer la susceptibilité a L. pneumophila indépendamment de I'activation de la
caspase-1, il serait important d'étudier si NAIP5 a une fonction supplémentaire indépendante
de NLRC4 dans I’inhibition de la croissance de L. pneumophila dans les macrophages [572].
Un ensemble d’études démontre que l'inflammasome NAIP-NLRC4 joue un réle important
dans le contréle de l'infection entérique par des agents pathogénes bactériens, a la fois dans
I'épithélium et dans les compartiments immunitaires. Norlander et al. (2014) ont montré que la
reconstitution de souris Nlrc4-/- avec de la moelle osseuse de type sauvage ne permettait pas

de rétablir le contrdle de l'infection par Citrobacter rodentium [573]. Sellin et al. (2014), ont
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démontré que la délétion tissulaire spécifiqgue de NAIP1-6 dans I'épithélium intestinal de la
souris entrainait une augmentation de la charge bactérienne de Salmonella au début de
I'infection. Plus précisément, I'élimination ou la clairance des entérocytes infectés par
Salmonella dans la lumiere intestinale était dépendante de I'expression intestinale des protéines
NAIP [524]. Comme pour les macrophages péritonéaux, la clairance des entérocytes mediée
par NLRC4 s'est accompagnée d'une production d'eicosanoides. De fagon remarquable, la mort
et la clairance des entérocytes ne nécessitaient pas entierement la présence de la caspase-1, ce
qui démontre qu'un programme de mort cellulaire induit par NLRC4 et medié par la caspase-8
contribue également a la clairance des entérocytes infectés par des pathogenes [574].

Il existe également des voies indépendantes de la flagelline activant I'inflammasome NLRC4
apres une infection par certaines bactéries. Par exemple, M. tuberculosis, une bactérie
intracellulaire non flagellée, active la caspase-1 par l'intermédiaire de NLRC4 et inhibe
I'activation de l'inflammasome en produisant Zmpl, une métalloprotéase de zinc, par un
mécanisme qui reste mal compris [575]. Comme de nombreux PAMPs peuvent étre reconnus
par le méme TLR, il est probable que d'autres molécules microbiennes distinctes de la flagelline
puissent également induire l'activation de NLRC4. Il a également été rapporté que P.
aeruginosa et K. pneumoniae peuvent activer la caspase-1 par une voie NLRC4-dépendante
mais indépendante de la flagelline [566,576]. L. monocytogenes active de multiples
inflammasomes dans les macrophages, dont NLRC4 [577]. Des agents pathogénes pulmonaires
comme Burkholderia pseudomallei peuvent déclencher a la fois les inflammasomes NLRC4 et
NLRP3 qui seront nécessaires pour une protection compléte contre ce type d’infections [578].
Ces pathogenes non entériques déclenchent néanmoins NLRC4 par des mécanismes similaires
a ceux des pathogenes entériques classiques activant NLRC4 comme Salmonella et Shigella :
par la détection de la flagelline ou de composants du T3SS bactérien par les protéines NAIP.
Cependant, certaines bactéries, notamment l'agent pathogéne intracellulaire Anaplasma
phagoctyophilum, peuvent induire I'activation de la protéine NLRC4 des macrophages sans
activation de NAIP, par un mécanisme dépendant de la cyclo-oxygénase 2 (COX2) en médiant

la synthese des prostaglandines [547,579].

Jorgensen et al. ont montré que I'activation des inflammasomes dans les macrophages
infectés induisait une activation d’une voie de signalisation dépendante de la caspase-1 et
indépendante des piéges intracellulaires associés a la pyroptose (PIT, pore-induced
intracellulair traps) contribuant a la sécrétion des IL-1p et IL-18. Les PIT étaient constitués de

macrophages gonflés, dont les membranes cellulaires et nucléaires étaient rompues et dans
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lesquels des bactéries intracellulaires étaient piégées. Ces PIT étaient facilement absorbes par
les neutrophiles activés, et les bactéries piégées étaient ensuite éliminées par l'activité de la
NADPH-oxydase des neutrophiles. Ce mécanisme pourrait étre essentiel a I'élimination des
bactéries intracellulaires capables d’activer I’inflammasome NLRC4 [563].

Il est établi que NLRC4 est exprimé et actif dans les macrophages et les épithéliums et
notamment dans les cellules épithéliales intestinales. Cependant, son expression et son réle dans
les neutrophiles sont controversés. Dans certaines infections intracellulaires (comme I’infection
a Burkholderia) ou dans des tissus a immunité restrainte (comme la cornée), les agents
pathogenes sont capables de stimuler la production des neutrophiles et d'IL-1p indépendamment
de NLRC4 [578,580]. En revanche, Chen et al. ont montré une fonction spécifique de NLRC4
des neutrophiles dans la production prolongée d’IL-1pB, en I'absence de mort cellulaire des

neutrophiles, lors d’une infection par Salmonella [581].

3.4 Les effecteurs des inflammasomes

3.4.1 La protéine adaptatrice ASC

Masumoto et al. [552] ont décrit en 1999 une protéine de 22 kDa contenant un domaine

de recrutement des caspases (CARD) en position C-terminale et capable de former un agrégat
pendant l'apoptose dans la lignée cellulaire HL-60 de leucémie promyélocytaire humaine.
Compte tenu de ce premier rapport, la protéine a été nommée ASC (apoptosis-associated speck-
like protein containing a caspase recruit domain). En 2001, la méme équipe a démontré que
ASC posséde deux domaines, un domaine Pyrine (PYD) en N-terminal et un domaine CARD
en C-terminal, et est exprimé par les cellules épithéliales des muqueuses et leucocytaires,
notamment par les monocytes CD14+ [582]. ASC est également connue sous le nom de TMS1
(target of methylation-induced silencing-1), connu comme étant inactivé dans environ 40 % des

cancers du sein [583].

ASC fonctionne comme une protéine adaptatrice centrale pour la formation des
inflammasomes, étant recrutée lors de I'activation de plusieurs récepteurs cytosoliques de la
famille NLR (NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP7, NLRC5, NAIP2, NAIP5/ NLRC4, NAIP6),
de HIN et de AIM2. Les domaines PYD et CARD d‘ASC, couramment retrouvés dans les
protéines impliquées dans I'immunité innée, sont impliqués dans les interactions protéine-
protéine homodimériques pour la formation de complexes oligomériques multiprotéiques entre

les domaines PYR et CARD respectifs. Ces intéractions facilitent la polymérisation d'ASC pour
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former de longs filaments hélicoidaux qui sont condenseés en un agrégat macromoléculaire
intracellulaire, appelé « ASC speck » [584]. Ce complexe induit ensuite I'activation par
proximité du zymogene pro-caspase-1 en caspase active qui clive les formes inactives des pro-

IL-1B, et pro-1L-18 en cytokines pro-inflammatoires bioactives [585].

3.4.2 Les caspases

La caspase-1 a été décrite pour la premiére fois en 1989 comme étant la cystéine
protéase responsable de la production d'IL-1B dans les monocytes, d'oi son nom original
d'enzyme de conversion de I'lL-1p (ICE) [586,587]. En 1996, une nomenclature unifiée a été
introduite pour ces enzymes de conversion, qui intégre le nom "caspase", ou le ‘c’ indique un
mécanisme de protéase a cystéine et ‘aspase’ se rapporte a leur capacité de clivage aprés 1’acide

aspartique, propriété catalytique la plus distinctive de cette famille [588].

Les caspases sont exprimeées dans les cellules immunitaires et non immunitaires et la
majorité¢ d’entre elles sont exprimées de maniére constitutive a I’état d'homéostasie. Les
caspases sont produites sous forme de zymogénes, enzymatiquement inactifs, appelés pro-
caspases, qui subissent une dimérisation ou une oligomérisation pour étre activés [430,588]. Le
domaine effecteur de la protéase des pro-caspases (domaine caspase) est clivé en grandes et
petites sous-unités au cours du processus d'activation, formant ensuite des complexes pour
I'activité enzymatique [589,590]. Les caspases sont classées en fonction de leur r6le, démontré
ou supposé, dans l'apoptose (caspases-2, -3, -6, -7, -8, -9 et -10) et la signalisation inflammatoire
(caspases-1, -4, -5, -11 et -12). La caspase-14 est généralement positionnée en dehors de ces
groupes apoptotique et inflammatoire car qu'elle est uniquement impliquée dans la
différenciation terminale des kératinocytes [591-593]. Elles contiennent un domaine C-
terminal, qui transforme protéolytiquement la protéine cible et qui contient un domaine amino-
terminal de taille variable, suivi séquentiellement de grandes et petites sous-unités catalytiques,
respectivement d’environ 20 kDa et 10 kDa, formant ensembles le domaine protéase (indiqués
en jaune et rose dans la figure 20). Les régions amino-terminales des caspases contiennent, soit
un domaine de recrutement des caspases (CARD ; caspases-1, -2, -4, -5, -9, -11), soit un
domaine effecteur de mort (DED, death effector domain ; caspases -8, -10) qui favorisent leur
recrutement et leur activation dans des complexes multiprotéiques [594]. Les domaines DED
et CARD appartiennent a la superfamille de domaines de mort (DD, death domain) et sont

connus pour faciliter I'assemblage de grands complexes de signalisation oligomériques par
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auto-association (interactions homotypiques) et les interactions protéine-protéine avec des
protéines contenant DED/CARD. L'oligomérisation dépendante de DED/CARD peut
déclencher une activation dépendante des caspases de proximité ou activer des fonctions
indépendantes des caspases (19, 20). L'inactivation de I'activité enzymatique de certaines de
ces caspases contenant DED/CARD compromet leur fonction de mort cellulaire mais préserve
leur capacité a s'engager dans d'autres processus biologiques, comme les réponses
inflammatoires [595,596].
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Figure 20. Classification fonctionnelle et architecture des domaines des caspases murines (m) et humaines
(h) [597].

Les caspases inflammatoires (caspase-1, -4, -5 et -11) partagent un domaine CARD a
I'extrémité N-terminale. Les caspases apoptotiques sont subdivisées en caspases initiatrices et
caspases exécutrices. Les caspases initiatrices (caspases-2, -8, -9 et -10) existent sous forme de
zymogénes qui acquiérent une activité protéolytique lorsqu'ils sont recrutés dans des
plateformes multiprotéiques qui favorisent leur auto-activation, comme le complexe de
signalisation induisant la mort (DISC, death-inducing signaling complex), qui active les
caspases-8 et -10, et I'apoptosome qui conduit a l'activation de la caspase-9 [598,599]. En plus
d'autres groupes de proteases tels que les cathepsines et les granzymes, les caspases initiatrices

clivent les caspases apoptotiques exécutrices (caspases-3, -6 et -7), dont l'activation aboutit
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enfin a I'apoptose [600,601]. En outre, la caspase-2 partage des structures de domaine avec les
caspases inflammatoires, mais sa fonction est décrite comme étant liée au cycle cellulaire. D'un
point de vue structurel, la caspase-12 murine se regroupe avec les caspases inflammatoires ;
elle favoriserait I'apoptose induite par le stress du réticulum endoplasmique. Cette caspase et
d'autres caspases inflammatoires (caspases-1, -11 et -12 chez les rongeurs et caspases-1, -4 et -
5 chez I’Homme) sont détournées de la signalisation de I'apoptose et contrdlent les réponses
inflammatoires et de défense de I'n6te durant I'infection, en modulant la maturation et la
sécretion des médiateurs inflammatoires et en induisant une pyroptose cellulaire [602—605].
Comme indiqué dans les chapitres précédants, les caspases inflammatoires sont activées par
l'assemblage du complexe macromoléculaire et oligomérique de I’inflammasome, aboutissant
a l'activation de la pyroptose, avec l'activation et la sécrétion de molécules associées aux

dangers (DAMPs) pour promouvoir l'inflammation [484,606].

Comme indiqué plus haut, la caspase-1 inflammatoire posséde un domaine CARD en
N-terminal, qui lui permet détre recrutée dans les inflammasomes et qui favorisent sa
dimérisation et son activation. La caspase-1 est produite en tant que précurseur cytosolique qui
subit une auto-activation induite par la proximité. L'autoclivage de la caspase-1 humaine, aprés
les résidus D103 et D122, libére le connecteur qui sépare le domaine de recrutement CARD en
N-terminal du domaine catalytique. La suppression d'un second connecteur situé a l'intérieur
du domaine protéasique par clivage apres les résidus D297 et D316 déclenche des changements
de conformation autour de la poche catalytique qui rendent la protéase active [607]. Des travaux
récents sur la caspase-1 de souris ont toutefois montré que l'autotransformation de la caspase-1
n'est pas une condition préalable a son activation. Le recrutement de la caspase-1 dans des
inflammasomes canoniques est suffisant pour son activation en I'absence d'autotransformation
[608,609].

Le rapprochement conformationnel de deux pro-caspases-1 dans le complexe ainsi
formé entraine leur clivage autoprotéolytique et leur autoactivation. Sous sa forme active, la
caspase-1 est un tétramere formé des deux paires des sous-unités p10 et p20. Une fois activée,
la caspase-1 peut cliver et convertir les cytokines inflammatoires pro-1L-1 et pro-1L-18 en leur

formes bioactives dans la plupart des conditions pathologiques [556,602][610].
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3.4.3 La gasdermine (GSDMD) et la pyroptose

La découverte de la GSDMD comme effecteur de la pyroptose a été une révélation dans
la réponse inflammatoire induite par les inflammasomes [432,433]. Des études génétiques et
protéomiques ont montré que le clivage de la GSDMD par les caspases-1 et -11 en N-terminal
(GSDMD-NT : 30 kDa), entraine la pyroptose dans les macrophages, les monocytes, les
macrophages et les cellules épithéliales et endothéliales humains [432,433,437]. La GSDMD-
NT s'oligomérise et se déplace vers la membrane cellulaire ou elle se lie aux lipides et forme
des pores de 10 a 21 nm de diametre. Ces pores favorisent la libération des cytokines pro-
inflammatoires IL-1p, IL-18 et IL-33 et la pyroptose cellulaire [435,436,438,439,611].
Cependant, des cytokines dépendantes de I'inflammasome peuvent étre libérées, sans pyroptose,
par des neutrophiles et des macrophages murins, des monocytes humains et des cellules
dendritiques humaines et murines [408,581,612,613]. Dans les macrophages murins, les pores
de la GSDMD peuvent contribuer a la libération de I'lL-1p, mais ne médient pas entiérement la
pyroptose si un nombre insuffisant de pores sont formés [614]. De plus, les pores induits par la
GSDMD facilitent I'afflux de Ca2* qui induit le recrutement des complexes endosomaux requis
pour le transport ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport), impliqués dans
le remodelage de membranes (flexion, bourgeonnement), afin d’initier la restauration de
I'intégrité de la membrane cellulaire. En effet, le knockdown des protéines de la machinerie
ESCRT, via un siRNA, ou le blocage de l'influx calcique augmentent la pyroptose et la
libération d'IL-1pB en réponse au LPS bactérien, ce qui susggére que cette voie pourrait faire

partie intégrante du contrdle cellulaire de la pyroptose [615].

Dans les neutrophiles murins, la caspase-11 ou des protéases telles que I'élastase clivent
la GSDMD, ce qui peut contribuer a la formation de pores induisant la mort cellulaire et/ou la
libération de piéges extracellulaires des neutrophiles [407,616]. En outre, des stimuli induisant
I'apoptose sur les BMDM murines et les cellules THP-1 provoquent le clivage de la GSDMD
par les caspase-3 et -7, générant des fragments inactifs qui n'induisent pas la mort cellulaire
lorsqu'ils sont surexprimés dans des cellules épithéliales humaines. Ces études indiquent que la
GSDMD est un substrat pour de multiples enzymes et qu'il existe un chevauchement
fonctionnel entre les voies enzymatiques de 1’apoptose et la pyroptose [617,618]. Cependant,
d'autres travaux sont nécessaires pour déterminer la pertinence physiologique de ces voies de

mort cellulaire interconnectées faisant intervenir la GSDMD.
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L'activation de la GSDMD est intrinsequement régulée par l'auto-inhibition de la
GSDMD-NT par le domaine C-terminal [432,433,437]. Des preuves structurelles confirment
que les interactions intermoléculaires & deux sites entre les domaines N- et C-terminaux de la
GSDMD facilitent cette auto-inhibition [619]. La glutathion peroxydase (GPX4), une enzyme
impliquée dans I'noméostasie des lipides, régule également l'activité de la GSDMD. Plus
précisément, GPX4 diminue la peroxydation lipidique cellulaire dans les cellules myéloides
murines bloquant ainsi le clivage par la caspase-1/11 de la GSDMD et la formation des pores
[620]. Une étude a montré que la formation des pores de la GSDMD-NT humaine est régulée
par lateneur en cholestérol et en lipides des liposomes et des membranes lipidiques synthétiques
[621]. En effet, la présence de phosophatidylinositide (P1(4,5)P2) ameliore la liaison & la
membrane et l'oligomérisation de la GSDMD-NT, tandis que des quantités élevées de
cholestérol dans les lipides synthétiques réduisent la formation de pores de GSDMD par rapport
aux contréles. Compte tenu de l'importance de la GSDMD dans la pyroptose, il sera
particulierement intéressant d'étudier si d'autres voies de régulation existent dans la pyroptose
dans le contexte de I'activation de lI'inflammasome et si la GSDMD est requise pour la pyroptose

avec les inflammasomes nouvellement identifiés [621].

3.4.4 Les interleukines pro-inflammatoires associées aux inflammasomes

3441 1L-1p

L’IL-1B est une cytokine majeure de la réponse inflammatoire, responsable de
nombreuses fonctions telles que 1I’induction de la fieévre au niveau central (hypothalamus) ou la
stimulation de la moelle osseuse a ’origine d’hyperleucocytose et de thrombocytose. Par
ailleurs, elle peut activer directement les lymphocytes, les cellules épithéliales et les cellules
endothéliales, ce qui entraine le recrutement de polynucléaires neutrophiles et de cellules
inflammatoires au site de l’infection. L’IL-1f peut aussi induire sa propre expression et
I’expression de génes codant d’autres cytokines comme le TNF-a (tumor necrosis factor-a) ou

I’IL-6, créant ainsi une véritable cascade inflammatoire [622,623].

L'IL-1p est exprimée sous la forme d'un précurseur de 31 kDa, principalement en
réponse a des stimuli inflammatoires. Cependant, la pro-IL-1p entiére ne peut pas se lier a son
récepteur IL-1R (récepteur des IL-1) et doit d'abord étre clivée en sa forme mature de 17 kDa
[624]. L’enzyme de conversion de I'IL-1p a été initialement décrite dans les monocytes et

désignée sous le nom de caspase-1 [625,626]. Les souris dépourvues de caspase-1 sont trés
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résistantes au choc endotoxique induit par le LPS et présentent une diminution des quantites
sériques d'lIL-1p et d'autres cytokines pro-inflammatoires, montrant le réle clé de la caspase-1
dans la transformation de la pro-1L-1p [602,627].

L’activation et la libération d'IL-13 médiées par les inflammasomes (NLRP3 et NLRC4)
nécessitent deux signaux distincts. Le premier signal (priming) peut étre déclenche par divers
PAMPs apres activation des récepteurs TLR, qui induit I’activation de NF-xB et des MAPKs,
et déclenche ainsi la transcription de la pro-IL-1B sous forme inactive. Le second signal est
fourni par I'activation de I'inflammasome et de la caspase-1 et conduit a la transformation de

I'IL-1p. Cette régulation a deux niveaux minimise l'activation indésirable et potentiellement

préjudiciable de I'lL-1p [443,623].

3.4.4.2 1L-18

L'IL-18 est exprimée par la plupart des cellules humaines et animales sous la forme d'un
précurseur inactif intracellulaire de 24 kDa. La caspase-1 clive la pro-I1L-18 apres le résidu
Asp36 en une molécule active de 17,2 kDa qui est sécrétée par les cellules [556,557]. A ce jour,
la caspase-1 est la seule protéase connue pour convertir I'lL-18 en sa forme active. Cependant,
dans certains cas, une transformation de I'lL-18 indépendante de la caspase-1 peut étre
observée. Par exemple, la stimulation de Fas (ou CD95), recepteur de la famille des récepteurs
du TNF impliqué dans 1’apoptose, entraine la libération d'IL-18 biologiquement active par des
macrophages murins déficients en caspase-1 [443,628]. Ce phénomeéne est sensible aux
inhibiteurs de la caspase, ce qui indique I'implication d'un autre membre de la famille des
caspases. Il a récemment été montré que les macrophages déficients en caspase-8 ne sécrétent
pas d'IL-18 (ni d'IL-1pB) en réponse a la stimulation de Fas. La caspase-8 est donc une enzyme

candidate probable pour la maturation de la pro-1L-18 [629].

L’IL-18 est une cytokine principalement orientée vers une réponse de type T helper 1
(Th1), qui contribue aux réponses immunitaires en induisant la prolifération des cellules Thl,
I'activation des cellules NK (natural killer), et la sécrétion d’interféron (IFN)-y, cytokine qui
induit ’activité microbicide des neutrophiles et des macrophages par de nombreux mécanismes
antibactériens (dont la production d’oxyde nitrique) [630,631]. L’IL-18 favorise également la
sécrétion d’autres cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-o, I’'IL-1, I’IL-8 et le GM-

CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) [623].
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Les kératinocytes expriment et libérent de maniere constitutive la pro-1L-18 [632]. L'IL-
18 a été impliquée dans plusieurs états inflammatoires de la peau mais son mécanisme
d'activation reste obscur. Notamment, I'lL-18 peut étre traitée par la chymase des mastocytes,
qui clive la pro-IL-18 apreés le résidu Phe57, en aval du site de clivage de la caspase-1 [633].
Cependant, le produit de clivage de la pro-1L-18 induit par la chymase ne produit que 20 % de
I'activité de I'lL-18 mature générée par la caspase-1. Par ailleurs, le produit 1L-18 généré par la
caspase-1 est résistant au clivage ultérieur médié par la chymase, ce qui suggére que I'lL-18
subit un changement de conformation lors de sa transformation par la caspase-1, ce qui est en
accord avec d'autres résultats dans le cas de I'lL-1B [634]. De plus, il a été rapporté que la
transformation et la libération de I'IL-18 sont induites par la co-incubation de cellules
épithéliales orales amorcées par I'lFN-y avec la protéinase-3 dérivée des neutrophiles et le LPS,
en I'absence de caspase-1. Cependant, la preuve de la transformation directe de I'lL-18 par la
protéinase-3 n'a pas été demontrée [635]. L’ensemble de ces données suggére que les protéases
telles que la chymase des mastocytes et le granzyme B libérés par les cellules cutanées
résidentes peuvent contribuer a I'inflammation de la peau via I'activation de I'lL-18.

3.443 1L-33

L'IL-33 est un membre plus récemment identifié de la famille des cytokines IL-1. Cette
interleukine agit sur un large pannel de cellules de I'immunité innée, en induisant la production
de cytokines et de chimiokines de type Th2, la maturation des mastocytes, la survie et
I'expansion des éosinophiles et la polarisation M2 des macrophages [636]. Il a également été
démontré que I'lL-33 active les cellules lymphoides innées du groupe 2 (ILC2) en association
avec I'IL-7 ou la lymphopoiétine thymique stromale (TSLP, Thymic stromal lymphopoietin)
[637]. Cela a un effet crucial sur les réponses allergiques des voies respiratoires assurant
I'expansion et la migration des ILC2, la libération d'IL-5 et d'IL-13, suivies du recrutement des
éosinophiles, de la production de mucus et de I'nyperréactivité des voies respiratoires. Ainsi,
I'lL-33 affecte les cellules du systéme immunitaire inné et adaptatif et joue un réle central dans
la régulation des conditions inflammatoires. Par conséquent, I'lL-33 joue un réle majeur dans
un large éventail de maladies, notamment la polyarthrite rhumatoide, I'athérosclérose, les
maladies cardiovasculaires, les maladies inflammatoires de l'intestin, I'asthme et les maladies

pulmonaires obstructives chroniques [638,639].

Les premieres etudes ont proposé que I'lL-33 soit activée par une transformation médiée

par la caspase-1 [640]. Des études ultérieures ont démontré que, ni la caspase-1 recombinante,
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ni la caspase-1 endogéne ne peuvent cliver I'lL-33. En effet, I'lL-33 est clivée apres le résidu
Aspl78 par les caspase-3 et -7 in vitro et dans les cellules apoptotiques, ce qui conduit a son
inactivation [641]. 1l est & noter que, comme I'lL-1a, 1'TL-33 présente une activité basale et ne
nécessite pas systématiquement une maturation pour étre active. Ces résultats ont été confirmés
indépendamment par plusieurs études [558,642]. 1l est désormais admis que I'lL-33 de 33 kDa
est biologiquement active lorsqu'elle est libérée par les cellules endommagées, mais qu'elle peut
subir une transformation par certaines protéases dérivées des neutrophiles pour amplifier son
activité. La transformation de I'lL-33 par des caspases pro-apoptotiques pourrait représenter un
mécanisme régulateur permettant de réduire ’activité pro-inflammatoire de I'lL-33 pendant

I'apoptose [643].

3.5 Reéqgulation des inflammasomes

3.5.1 La régulation transcriptionnelle des inflammasomes

La régulation transcriptionnelle a un impact profond sur les réponses de I'inflammasome
car elle affecte la plupart des molécules de I'inflammasome, des récepteurs ou senseurs aux
produits en aval de I'inflammasome (cytokines pro-inflammatoires, GSDMD). L'un des aspects
clés de la régulation de la transcription est la régulation de l'accés de I’ARN Polymérase II (Pol
I1) et des facteurs de transcription (TF) a I'ADN. Les sites de liaison des TFs sont situés dans
des séquences « promoteurs » de I'ADN a proximité du TSS (transcription start site) et
favorisant le recrutement de la Pol 1l ou étre situés a plusieurs mégabases du TSS dans des
régions appelées « enhancers ou silencers ». La régulation de la transcription intégre donc des
signaux provenant a la fois des régions du promoteur et de I'amplificateur/silencieux. Les TFs
peuvent étre classés en deux catégories : les TFs pionniers (par exemple, PU.1 et IRF : les
facteurs de régulation de I'interféron (IRF) comptent 9 membres chez I'homme et 21 chez la
souris) et les TFs dépendants du signal (par exemple, NF-xB) [644]. En raison de la grande
complexité de ce processus et de la multitude de sites de liaison des TFs affectant la
transcription d'un géne particulier, presque chaque géne posséde sa propre expression spatio-
temporelle, bien que des processus communs puissent étre observes.

Avant de développer la régulation transcriptionnelle spécifique des genes des molécules des
inflammasomes, nous allons donner un bref apercu des molécules qui activent la voie de
signalisation centrale NF-kB qui contrdle la régulation transcriptionnelle, et qui nous intéresse

tout particuliérement.

98



Actuellement, 28 domaines CARDs humains et 21 murins ont été identifiés [645].
Comme déja décrit, les domaines CARD sont essentiels pour 1’assemblage des complexes
protéiques a la suite d’interactions intermoléculaires, la formation des inflammasomes et
I’activation des caspases. Cependant, la famille des protéines contenant des CARDs s'est
considérablement élargie au cours des dernieres années, montrant que certaines de ces protéines
contenant des CARD favorisent I'activation des caspases, d’autres, en particulier, NOD1 et
NOD2, participent a 1’activation des voies de signalisation de NF-xB liées aux réponses
immunitaires et enfin, certaines, en particulier ASC, jouent les deux réles en activant a la fois
des caspases et des voies de signalisation de NF-xB [646,646-648].

Les protéines CARDs se divisent en quatre sous-groupes en fonction des domaines qu'elles
partagent et de leur fonction (adaptateurs, proteines d’échafaudage, et molecules « piege » ou

« decoy »).

3.5.1.1 Les protéines NBD-CARD

Ces protéines contiennent un domaine CARD en N-terminal, un domaine de liaison aux
nucléotides NBD et, pour la plupart, des domaines riches en répétitions (répétitions en leucine
ou WD-40) en C-terminal. Le domaine NBD agit comme une surface d'oligomérisation et la
région répétée agit comme un domaine sensoriel qui régule I'oligomérisation, avec comme
exemple les protéines NOD1 et NOD2 [647]. Apaf-1 (apoptotic peptidase activating factor 1)
est la premiére protéine identifiée dans ce sous-groupe. Elle agit comme un senseur de stress
ou de dommage cellulaire lors de son activation par le cytochrome c libéré par les mitochondries
[649]. Apaf-1 s'oligomérise ensuite (via sa région NBD) et recrute la caspase-9 via des
interactions CARD-CARD entre les deux protéines. Cela entraine l'activation de la caspase-9
et par voie de conséquent l'apoptose [649]. NOD1 (CARD4) et NOD2 (CARD15) sont des
homologues structurels d'Apaf-1 mais elle contiennent des repétitions riches en leucine (LRR)
a la place des répétitions WD-40 en C-terminal [650-652]. Comme Apaf-1, les protéines NOD
sont susceptibles de s'assembler en grands complexes protéiques en réponse a un stimulus
approprié, mais leur réle concerne principalement l'activation de NF-«xB, plutdt que celle des
caspases, par le recrutement de la protéine bipartite CARD-kinase, RICK (RIP-like interacting
CLARP kinase). Ce dernier peut interagir avec la sous-unité régulatrice kB, ce qui entraine
l'activation du complexe IKK et la phosphorylation ultérieure et la dégradation d’IxB. Cela
expose le signal de localisation nucléaire de NF-xB, ce qui entraine sa translocation vers le
noyau et la transcription d'un certain nombre de génes, dont beaucoup sont impliqués dans les

processus pro-inflammatoires [653,654].
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Inohara et al. ont montré que le LPS entrainait I'activation de NF-«B d'une maniére
NOD-dépendante. En outre, le LPS se lie directement & NOD1 par l'intermédiaire de son
domaine LRR. Ainsi, les protéines NOD fonctionnent comme des récepteurs intracellulaires de
pathogenes, qui possédent un LPS, pour déclencher leur activation. L'activation NF-«xB-
dépendante de NOD peut servir a initier des réponses immunitaires contre les pathogenes
intracellulaires par la transcription d’IL-1, d’IL-8 et d'autres cytokines pro-inflammatoires
[655,656].

NOD2 (CARD15) est identifié comme un récepteur des pathogénes bactériens au niveau
intestinal. Des études génétiques ont permis de localiser un locus de susceptibilité aux maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (maladie de Crohn et rectocolite ulcéreuse) pres du
centromere du chromosome 16. Or le gene NOD2 se situe dans cette région, en 16q12, et
plusieurs études ont montré qu’une proportion trés importante de personnes atteintes de la
maladie de Crohn présentent des mutations de type « frameshift » dans la région LRR de
NOD?2, entrainant I'expression d'une protéine NOD2 tronquée dans le domaine LRR. Bien que
le mécanisme reste inconnu, I’hypothése proposée est que la protéine NOD2 tronquée en LRR
est probablement une protéine défectueuse qui répond aux bactéries entériques d'une maniere

inappropriée [657-659].

3.5.1.2 Les protéines CC-CARDs

Les protéines CARD a bobine spiralée (CC-CARD, coiled-coil-CARD) ont une structure
tres similaire a celle des NBD-CARD, mais le NBD central est remplacé par un motif en spirale
qui agit également comme une surface d'oligomérisation. Ce sous-groupe agit probablement
comme des protéines d’échafaudage, ou «scaffold », pour l'assemblage de complexes
d'activation de protéines [647]. Toutes ces protéines semblent activer NF-xkB suite a une
interaction avec BCL10 (B-cell lymphoma/leukimia 10), protéine bipartite avec un domaine
riche en Ser/Thr impliquée dans I’apoptose et 1’activation de NF-kB, et dont la translocation du
géne est associée au lymphomes [660]. BCL10 favorise I'activation de NF-xB, probablement
par le recrutement indirect de IKKy via MALT1 (mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma
translocation protein 1) [661]. MALT1 est une paracaspase impliquée dans I’activation des
lymphocytes T et B et contient un domaine de type caspase en plus d'un domaine de mort DD.
Ainsi, BCL10 favorise l'activation de NF-kB en formant un complexe avec la paracaspase
MALT1 [661]. Quatre CC-CARD peuvent interagir avec BCL10 : CARD-9, CARD-10
(CARMAZ3, BIMP1 chez la souris), CARD11 (CARMAL, BIMP2 chez la souris) et CARD14,
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CARMAZ2, BIMP3 chez la souris) [662—-664]. D’autres études suggerent, qu'en plus de BCL10,
RICK est également nécessaire pour une signalisation NF-kB appropriée au niveau des
récepteurs des cellules T [665-667].

3.5.1.3 Les CARDs bipartites

Ces protéines contiennent un domaine CARD et un autre motif tel qu'un domaine kinase,
un domaine de mort DD, un motif PYD ou un domaine protéase. Certaines de ces protéines
sont recrutées par les NBD-CARD et activées dans le cadre des inflammasomes et d’autres
recrutent des molécules effectrices supplémentaires dans le complexe, comme la sous-unité IkB
kinase (IKKy/NEMO) pour entrainer Il'activation de NF-«B [647]. Ainsi, par
exemple, BCL10 possede un domaine CARD et un domaine riche en Ser/Thr et RICK, pour sa
part, possede un domaine CARD et un domaine kinase. Ces deux protéines sont recrutées par
plusieurs CARDs multi-domaines pour entrainer l'activation de NF-«B, par le recrutement
d’IKKy [667,668]. ARC (apoptosis repressor with CARD), une autre CARD bipartite, joue un
réle inhibiteur de lI'apoptose via une interaction directe avec les caspases-2 et -8 [669]. Les
caspases qui contiennent des motifs CARD en N-terminal font également partie de la catégorie
des CARD bipartites. Les caspases contenant des CARDs sont recrutées par d'autres protéines
CARDs pour initier les cascades de signalisation des caspases (la caspase-9/APAF-1, la
caspase-8/FADD, et ASC/caspase-1) [533,598,670].

L'une des protéines CARD bipartites la plus importante dans [’activation des
inflammasomes et I’activation de la caspase-1 est ASC. Il a été montré que ASC, qui contient
un domaine PYD ainsi qu'un motif CARD, forme des agrégats dans les cellules apoptotiques et
joue un role dans les processus inflammatoires [552]. En effet, ASC joue un rdle central dans
I'assemblage de I'inflammasome, représentant I'unité minimale capable de former des foyers en
conjonction avec le domaine CARD de la caspase-1. Des études mutationnelles indiquent que
plusieurs régions du domaine CARD d'ASC et deux régions prédominantes du CARD de la
Caspase-1 permettent la formation de foyers ASC/Caspase-1. L'absence de formation de foyers
pour les mutants d'ASC-CARD est en corrélation avec une perte de la maturation de I'lL-1 en
réponse aux agonistes de NLRP3 ou d’AIM2 dans des essais de reconstitution cellulaire sur la
lignée macrophagique murine RAW264.7 [671]. De plus, la formation de I'inflammasome
NLRC4 (IPAF) induite par S. Typhimurium dépend de la formation de la plateforme médiée
par ASC-CARD, favorisant ainsi I'activation de la pro-caspase-1, ainsi que le clivage de la
gasdermine conduisant a la pyroptose cellulaire [438,534,671-674]. Des études ont montré que
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ASC est un médiateur de l'activation de NF-xB et de l'apoptose via I’activation des
inflammasomes NLRC4 dépendante de I’activation de la caspase-8. En effet, 'apoptose induite
par ASC est inhibée par une forme mutante de la caspase-8, mais pas par celle de la caspase-1,
et I'activation de NF-kB médiée par ASC induit I’expression notamment d’I1L-8 [675,676]. Tous
ces résultats valident le fait que la co-expression d’ASC avec les protéines des inflammasomes
ou l'oligomérisation d'ASC induit a la fois I'apoptose suite a une activation des caspases et
l'activation de NF-kB, favorisant 1’expression des génes des cytokines pro-inflammatoires
[647].

3.5.1.4 Les protéines « CARD-only »

Ces protéines contiennent un domaine CARD mais ne possedent pas de motifs supplémentaires
reconnaissables. Les protéines CARD-only peuvent agir comme des régulateurs positifs ou
négatifs des CARDs a domaines multiples en entrant en compétition avec les CARD bipartites
pour la liaison a leurs cibles par exemple [647]. Un petit nombre de protéines ne contenant que
des motifs CARD a été décrit. Cette catégorie comprend ICEBERG et pseudo-ICE/COP [677—
679]. Ces molécules sont susceptibles d'agir comme des molécules « decoys » qui peuvent
entrer en compétition avec d'autres protéines CARDs pour se lier aux CARDs bipartites ou
multidomaines et, de cette fagon, fonctionner comme des inhibiteurs des voies d'activation des
caspases ou de NF-kB. Les 2 molécules ICEBERG/CARDI8 et pseudo-ICE (pseudo-
interleukin-1 beta converting enzyme) antagonisent I'activation de la caspase-1 et la maturation
de I'lL-1pB [677,678].

3.5.2 La reégulation transcriptionnelle des récepteurs/senseurs des

inflammasomes

Des études récentes montrent que la plupart des molécules de I'inflammasome sont
régulées au niveau transcriptionnel. En effet, cette régulation est contr6lée majoritairement par
la voie de signalisation de NF-«xB, qui est la plupart du temps activée par des molécules CARD
comme NOD1, NOD2 et ASC, la régulation transcriptionnelle des autres molécules pouvant

étre contr6lée par la famille des IRF.

3.5.21 NLRP1
L'expression des génes NLRP1a et de NLRP1c est régulée positivement par SREBP-1A
(sterol regulatory element binding protein-1A). SREBP-1A se lie directement a un site de
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liaison canonique de SREBP-1 dans le promoteur proximal de NLRP1A. L'expression de
SREBP-1A est elle-méme sous le controle direct de NF-xB, qui contréle indirectement
I'expression de NLRP1a dans les macrophages [559].

3.5.22 NLRP3

NLRP3 présente une transcription contr6lée par NF-kB. La régulation de NLRP3 est
déclenchée par le ligand muramyl dipeptide de NOD?2 ou par les cytokines pro-inflammatoires
TNF, IL-1a et IL-1B, en l'absence de PAMPs [448]. Deux sites de liaison NF-kB sont présents
dans le promoteur de NLRP3. Lors du traitement par le LPS, la sous-unité RelA/p65 de NF-xB
se lie au promoteur de NLRP3 [680]. La régulation positive de NLRP3 apres I'activation de NF-
kB dépend partiellement d'un IkBs (inhibiteur de kB) atypique, un coactivateur de NF-xB dans

les macrophages dérivés de la moelle osseuse (BMDM) [681].

3.5.2.3 NAIP/NLRC4

La famille IRF (facteurs de régulation des interférons) peut contréler la régulation
transcriptionnelle de certains récepteurs/senseurs des inflammasomes. IRF8 a été identifié chez
la souris comme un régulateur positif de NAIP2, NAIP5 et NAIPG6, en se liant a leurs régions
promotrices, ainsi que de NLRC4 par la liaison a une région intronique du gene, avec une tres
faible activité intrinseque de liaison a 'ADN [682]. En consequence, les souris 1rf8-/- sont tres
sensibles a S. Typhimurium [529]. IRF8 est induit lors d'une infection par Legionella et pourrait
participer a la réponse NAIP/NLRC4-dépendante contre ce pathogene exprimant la flagelline
[683]. De maniére surprenante, la surexpression d'IRF8 dans les macrophages dérivés de la
moelle osseuse diminue I'expression de NLRC4. De plus, IRF8 inhibe I'expression de NLRC4
[684].

3.5.24 ASC

NF-xkB p65/RelA et C/EBPB ont des sites de liaison putatifs dans le promoteur de
PYCARD (gene codant ASC), et I'expression ectopique de ces facteurs de transcription dans
un systeme rapporteur sur cellules HEK293 augmente l'activité du promoteur de PYCARD
[685].
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3.5.3 La régulation transcriptionnelle des caspases et de leurs cibles

3.5.3.1 Caspase-1

IRF2 se lie au promoteur du gene CASP1 dans les monocytes humains primaires et les
monocytes U937 déficients en IRF2 présentent une forte diminution des niveaux de caspase-1
[686,687]. L'IFN-y, qui induit fortement IRF1, régule I'expression de CASP1 [688]. En
revanche, les souris Irf2-/- et les macrophages murins ne présentent pas de déefaut majeur au
niveau de la caspase-1, ce qui suggere des différences dans la régulation basale du gene de
caspase-1 chez les souris et les humains [689,690]. Un autre membre de la famille IRF, IRFS,
contréle également I'expression de CASP1, comme le montre son rdle au cours de l'infection
par le virus d'Epstein-Barr (EBV) [691]. L’absence d'IRF8 dans plusieurs lignées cellulaires
lymphoblastoides EBV+ abolit complétement I'expression de CASP1. IRF8 se lie a la séquence
ISRE consensus dans le promoteur proximal de CASP1 et agit en synergie avec IRF1 pour
contréler I'activité du promoteur de CASP1, ce qui suggéere que IRF8 se lie a 'ADN dans un
complexe ternaire avec IRF1 [682].

Au dela de la régulation transcriptionnelle, un certain nombre de protéines ont été
décrites comme pouvant se lier & la caspase-1 et potentiellement réguler son activation. Comme
il a été mentionné plus haut, RICK, la kinase contenant des CARDs, se lie a la caspase-1 et
favorise faiblement Il'activation de la caspase-1 aprés surexpression [692]. RICK induit
I'oligomérisation des molécules de caspase-1 conduisant & l'activation de cette derniere,
probablement en interagissant avec la sous-unité régulatrice IkB et en activant NF-kB (voir
partie ci-dessus). L'inactivation ciblée de RICK a produit des défauts dans les voies d'activation
du NF-xB [693]. De plus, deux autres protéines CARD (ICEBERG et pseudolCE/COP), qui
sont tres similaires a la CARD de la caspase-1 et peuvent se lient a la caspase-1, ont été suggérés
comme pouvant perturber I'oligomérisation médiée par RICK de cette caspase [677-679].

3.5.3.2 Caspase-4

IRF2 est un régulateur clé du gene de la caspase-4, qui se lie au promoteur de CASP4
dans les monocytes humains primaires [686]. En présence d'IFN-vy, IRF1 peut combler I'absence
d'IRF2 pour réguler les niveaux de caspase-4. Cette régulation de CASP4 par IRF2 n'est pas
observée au niveau protéique dans la lignée cellulaire EA.hy926 (un hybride de cellules A549
et de cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine), ce qui suggére que la dependance
de I'expression de CASP4 vis-a-vis des IRF pourrait différer entre les différents types de cellules
[689]. En plus d'IRF1/2, la sous-unité RelA de NF-«kB régule l'expression de CASP4 via sa
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liaison sur un site de liaison de NF-«B situé a environ 1000 pb en amont du TSS (transcription
start site) de CASP4 [694].

3.5.3.3 Caspase-5

La caspase-5 est exprimée a des niveaux faibles dans divers organes, avec une
expression prédominante dans la rate et dans le colon [695]. Son expression est fortement
induite in vitro apres un traitement par LPS ou par IFN [696,697]. Trois sites de liaison pour
NF-kB sont présents dans le promoteur de CASP5, mais leur fonctionnalité doit encore étre
testée expérimentalement. La pertinence de I'induction de CASP5 dans les maladies n'est pas
encore claire, bien qu'une forte augmentation du niveau d’expression de ce geéne (20 fois plus)
soit observée dans les lésions de la peau chez les patients atteint de psoriasis, une maladie auto-

immune de la peau [698].

3.5.3.4 Caspase-11

L'expression de CASP11 est induite en réponse a des stimuli pro-inflammatoires,
comme le LPS, ou par I'lFN [699,700]. Schauvliege et al. (2002) ont validé la présence d'un
site de liaison de NF-kB dans le promoteur de CASP11 nécessaire a la transcription du gene en
réponse au LPS. Plusieurs sous-unités de NF-«B se lient a ce site lors de la stimulation par le
LPS. En présence de I'lFN-y, STAT1 se liec a un motif GAS dans le promoteur de CASP11 et la
mutation de ce motif invalide a la fois I'expression de caspase-11 induite par I'lFN-y et par le
LPS [699].

3.5.3.5 Gasdermine D

Comme indiqué plus haut, apres le clivage de la GSDMD par les caspases pro-
inflammatoires, les fragments N-terminaux s'oligomérisent dans la membrane plasmique pour
former un pore transmembranaire, responsable de la pyroptose [432,433]. IRF2 régule
I'expression du géne de la GSDMD, en se liant a une séquence ISRE dans le promoteur du géne
GSDMD [689]. Les souris Irf2-/- n'expriment pas la GSDMD et les BMDM Irf2-/- présentent
un défaut profond d'inflammasome. Dans les cellules humaines, le knockout d'IRF2 dans les
cellules EA.hy926 a confirmé le rdle clé d'IRF2 dans le contrble de I'expression de GSDMD
[689]. Aucun impact majeur a été observe dans la lignée cellulaire monocytique U937 en
I'absence d'IRF2, ce qui suggére que IRF2 régule la GSDMD de maniére spécifique au type

cellulaire [686]. IRF1 et IRF2 ont la méme spécificité de liaison pour la séquence ISRE. Par
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conséquent, et comme décrit ci-dessus pour la régulation de la GSDMD, en I'absence d'IRF2,

IRF1 joue un role compensatoire et contrdle partiellement I'expression de GSDMD [689,701].

3536 IL-18

Le promoteur du gene IL18 comprend une PU-box (séquence riche en purine liant
PU.1), des séquences de reconnaissance de NF-xB, un site ISRE qui a été décrit a I'origine pour
favoriser I'induction dépendante d'IRF-8 d'IL18 dans les macrophages, et enfin des éléments
GAS (gamma interferon activation site), des courtes séquences d’ADN requises pour
I'induction de la transcription rapide de génes en réponse a I'lFN-y. [702,703].
Ainsi, I'expression d'IL18 dans les monocytes humains peut étre induite par la stimulation par
le LPS d'une maniére dépendante de JAK/STAT. L'induction de la transcription d'IL18
nécessite a la fois l'activation de NF-xB et la signalisation de I'I[FN de type I, ce qui entraine un
retard de la cinétique d'induction du gene de I'lL-18 par rapport a celle de l'induction de celui
de I'lL-1P (géne précoce immediat) [703]. De méme, la signalisation de I'IFN de type | est
essentielle pour I'induction d'IL18 dans les BMDM murins traités par du LPS. STAT1 et IRF9
sont spécifiqguement requis pour cette activité. L'implication de STAT1 et IRF9 suggere que le
facteur génique 3 stimulé par I'lFN (ISGF3), un complexe protéique ternaire composé d’IRF9,
de STAT1 et de STATZ2, et fonctionnant comme un facteur de transcription en aval des

récepteurs IFN de type I, est un régulateur direct de I'expression d’I1L18 [704].

3.5.3.7 IL-1p

IRF4 et IRF8 participent & la transcription dynamique du géne de I'lL-1p (IL1pB) apres
traitement par le LPS dans les monocytes humains [705]. L'importance de ces deux TFs n'est
pas claire puisque, d’une part, les macrophages déficients en IRF8 ne présentent pas de défaut
évident d'IL-1p et, d’autre part, I'expression ectopique d‘IRF4 ou d’IRF8 dans les macrophages
murins inhibe I'expression du gene d'IL-1f [529,684].
Le réle de NF-«kB a été clairement établi aprés des traitements avec des stimuli microbiens
(LPS) ou des stimuli pro-inflammatoires non infectieux. L'induction de la synthése d'IL-1 suite
a une activation des TLRs est largement médiée par MYD88 [704]. p65/RelA est recruté au
niveau du promoteur d'IL1B de maniere dépendante du signal, tandis que c-Jun, dont
I'expression est induite par les MAPKS via une activation des TLRs, est a la fois lié de maniére
constitutive a I'amplificateur proximal d'IL1p et recruté de maniere inductible a I'amplificateur

distal et au promoteur [705]. L'expression inductible d'IL1B en réponse a des signaux pro-
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inflammatoires est liée a une région amplificatrice située a -3757 et -2729 pb en amont du TSS.
L'induction dépend de la liaison de C/EBPB a ce site amplificateur et d'un bouclage
chromatinien de longue portée qui permet a C/EBPJ d'interagir directement avec PU.1, qui est
lie au promoteur proximal [706,707]. De plus, la liaison des sous-unités de NF-xB (RelA/p65,
NF-kB1 (p50), c-Rel (p85)) dans la région du promoteur proximal contribue a l'induction d'IL1
[708]. NF-«B interagit avec PU.1 [707]. La transcription d'IL1p induite par le LPS résulte donc
de la coopération intime du TF dépendant du signal NF-xB avec les TFs pionniers C/EBPp et
PU.1. C/EBPp recrute le facteur d'élongation transcriptionnel positif P-TEFb au niveau du
promoteur de I'IL1p. P-TEFb phosphoryle la partie C-terminale de Pol Il et favorise I'élongation
de la transcription [707]. De plus, I’expression d'IL1J est régulée négativement par I'lL-10 d'une
maniére dépendante de STAT3. Les IFN de type I, qui induisent I'lL-10, régulent également
négativement la transcription d'IL1JB dans les BMDM murins et dans les monocytes primaires

humains [709].

3.5.3.8 IL-33

Griffith et al. ont montré en 2021 que le gene IL33 présente des séquences pour plusieurs
facteurs de transcription, y compris des motifs ETS et AP-1. De plus, ils ont révélé que c-Jun,
un composant de AP-1, régule I'expression du gene 1L33 en se liant & son amplificateur d'une
maniere dépendante de la kinase d'adhésion focale (FAK) [710]. La plupart des études détaillant
la régulation transcriptionnelle d’IL33 ont montré que I'lL-33 non mature interagit avec le
facteur de transcription NF-kB. Des expériences de co-immunoprécipitation ont montré que
cette interaction se produit entre la partie N-terminale de I'lL-33 (AA 66-109) et le domaine
d'’homologie Rel (N-terminal) de NF-xB p65, contribuant a la réduction de la liaison de NF-«xB
p65 a son ADN de référence et a I'altération de la transactivation déclenchée par p65 [711]. Des
analyses en gRT-PCR et en Western blot ont montré que I'lL-33 est un regulateur
transcriptionnel de la sous-unité p65 du complexe NF-kB et qu'elle est impliquée dans
I'activation des cellules endothéliales. L'expression d'ICAM-1/VCAM-1 (molécule d'adhésion
intercellulaire-1/molécule d'adhésion cellulaire vasculaire-1) induite par I'IL-33 dépend de
I'effet régulateur de I'lL-33 sur NF-xB ; l'expression de NF-kB p65 est augmentée par la
surexpression de I'lL-33 et, a I'inverse, réduite par la suppression de I'lL-33 [712].
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3.5.4 La régulation post-traductionnelle des inflammasomes

Le traitement protéolytique constitut un mécanisme post-traductionnel de régulation des
effecteurs du systeme immunitaire inné. Par exemple, les cytokines IL-1p et IL-18 dépendantes
de l'inflammasome sont exprimées sous forme de monomeres inactifs qui ne peuvent pas se lier
a leurs récepteurs [443,713]. L'élimination de leurs domaines auto-inhibiteurs par le clivage
protéolytique dépendant de l'activation de l'inflammasome leur permet de se lier a leurs
récepteurs [626,714,715]. Un autre exemple de cette régulation post-traductionnelle est fourni
par une Kinase polyvalente, la sérine/thréonine kinase 1, interagissant avec les récepteurs
(RIPK1). RIPK1 est entierement fonctionnelle. Cependant, la caspase-8 clive
protéolytiqguement RIPK1 en deux fragments et inhibe ainsi les processus dépendant de la
fonction d’échafaudage ou « scaffold » de RIPK1 [716,717]. Des études récentes ont montré
que la fonction du récepteur de I'inflammasome NLRP1B est également régulée par le clivage
protéolytique, le protéasome éliminant le domaine inhibiteur en N-terminal pour contrdler
I'activation [718,719].

Dans le présent travail de these, nous nous sommes intéresses au réle de la flagelline
FIiC de C. difficile dans la réponse inflammatoire intestinale et tout particulierement dans
I’activation d’une autre voie pro-inflammatoire que celle liée a TLR5, la voie de
I’inflammasome. Les flagellines bactériennes, notamment des bactéries intracellulaires,
pouvant activer 1’inflammasome NLRC4/NAIP5, nous nous sommes focalisés sur la voie
d’activation de cet inflammasome aprés I’internalisation de la flagelline dans les cellules
épithéliales intestinales, alors que C. difficile est un pathogene extracellulaire. En activant,
d’une part, le TLRS exposé a la surface des cellules et, d’autre part, les inflammasomes dans le
cytosol, la flagelline contribuerait a amplifier la réponse inflammatoire de 1’hote et ainsi aux

1ésions épithéliales au cours de I’infection a C. difficile.
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Travaux personnels
I.  Objectifs scientifiques

La protéine structurale des flagelles FIiC de C. difficile active la voie de signalisation
TLR5 avec pour conséquence l’induction d’une réponse pro-inflammatoire épithéliale
intestinale, contribuant ainsi, avec les toxines et d’autres facteurs de virulence de la bactérie,
aux lésions de la muqueuse. Alors que la bactérie n’est pas internalisée dans les cellules
épithéliales, des produits bactériens comme les toxines atteignent lors cibles dans le cytosol
cellulaire aprés endocytose. Nous formulons I’hypothése que les monoméres de flagelline de
C. difficile peuvent étre internalisés et interagir avec des senseurs cellulaires cytosoliques et
induire 1’activation des inflammasomes.

L’objectif principal de ce travail de theése consiste a étudier 1’activation des
inflammasomes par la flagelline FIiC de C. difficile apres son internalisation dans un modéle
de cellules épithéliales intestinales afin de mieux définir son role dans I’amplification de la

réponse inflammatoire intestinale lors de I'infection par la bactérie.

1. Etude de I’internalisation de la flagelline FIiC de C. difficile dans un modele de

cellules épithéliales intestinales Caco-2/TC7

2. Analyse in vitro de I’activation de 1’inflammasome NLRC4 induite par la flagelline

FIiC, dans les cellules épithéliales intestinales Caco-2/TC7

2.1. Etude de I’activation des effecteurs des voies de signalisation de NLRC4 :
phosphorylation de NLRC4, activation/clivage de la pro-caspase-1, clivage de la
gasdermine D.

2.2. Etude de I’expression de génes impliqués dans la voie de signalisation de

I’inflammasome NLRC4 et des cytokines pro-inflammatoires spécifiques de
I’inflammasome I1-1p, IL-18 et IL-33.

2.3. Mise en évidence de la production d’IL-18 induite par FIiC.
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Clostridioides difficile flagellin activates the intracellular NLRC4 inflammasome

Hiba Chebly, Jean-Christophe Marvaud, Layale Safa, Assem Khalil Al Kak, Philippe Hussein

Kobeissy, Imad Kansau and Cécile Larrazet

1- Introduction

Récemment, nous avons montré que la flagelline FIiC de C. difficile contribue, avec les toxines,
a I’induction d’une réponse pro-inflammatoire favorisant ainsi les dommages de la muqueuse
intestinale provoqués par I’infection a C. difficile. En effet, FIiC interagit avec le récepteur
TLR5 de I'immunité innée pour activer les voies de signalisation NF-kB et MAPK, entrainant
une réponse pro-inflammatoire. Par ailleurs, la flagelline de Salmonella est connue pour activer

les voies de signalisation de I'inflammasome, en particulier I'inflammasome NAIP-NLRC4.

Les flagellines de bactéries pathogeénes intracellulaires activent également la voie de
signalisation des inflammasomes induisant ainsi la pyroptose cellulaire (mort cellulaire
inflammatoire programmeée) et le relargage des cytokines pro-inflammatoires IL-1p et 11-18.
Alors que C. difficile est une bactérie pathogéne extracellulaire, sa flagelline pourrait étre
internalisée par les cellules épithéliales et/ou immunitaires et par la suite, étre détectée par les
senseurs intracellulaires de PAMPs et ainsi activer les voies de signalisation pro-inflammatoires

qui contribueraient a amplifier la réponse pro-inflammatoire.

Notre premier objectif était alors de détecter I'internalisation de FIiC. Pour ce faire, nous avons
produit une protéine FIiC recombinante couplée a la GFP (GFP-FIiC) en utilisant la technique
du Golden Gate. L’analyse par microscopie confocale nous a permis de détecter l'internalisation
de FliC au cours du temps dans les cellules épithéliales intestinales humaines Caco-2/TC7. A
la suite de cette constatation, nous avons étudié le role de FIiC et notamment de sa région C-
terminale dans ’activation des effecteurs de 1’inflammasome NLRC4 connu pour étre activé
par les flagellines bactériennes. Nous avons mis en évidence une colocalisation entre GFP-FIIiC
et la pro-caspase-1 dans les cellules, ainsi que le clivage/activation de la pro-caspase-1,
I’activation de la gasdermine D et la surexpression des genes codant les interleukines IL-1p,
IL-18 et IL-33 des inflammasomes, suggeérant la formation de I'inflammasome NLRC4. De

plus, il a été montré une régulation de cette voie des inflammasomes par la voie de signalisation
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NF-kB, montrant le r6le essentiel de ce facteur de transcription central dans la régulation de la

réponse inflammatoire médiée par FliC.

2- La flagelline de C. difficile est internalisée par les cellules épithéliales intestinales.

La flagelline de C. difficile a été fusionnée via son extrémité N-terminale avec la protéine
fluorescente GFP (GFP-FIiC). Cette construction permet d'exposer la région C-terminale de
FIiC homologue aux autres flagellines de pathogénes intracellulaires et sensée étre impliquée
dans l'activation de I'inflammasome. Les cellules épithéliales intestinales de la lignée Caco-
2/ITC7 ont été incubées avec la GFP-FIIC ou la GFP comme contrble. La cinétique
d'internalisation de la flagelline a été suivie par microscope confocal. L'intensité moyenne de
fluorescence (MFI) de la GFP-FIiC a été mesurée soit au niveau des sections z optiques au pole
apical des cellules ("TC7-Surface"), soit au niveau des sections z optiques médianes
correspondant a l'intérieur des cellules ("TC7-Intracellulaire™). L'analyse des images et du MFI
a montré qu'aprés 2 h d'incubation, la plupart de la GFP-FIiC était localisée a la surface des
cellules. En revanche, aprés 4 h et 6 h d'incubation, la MFI de la GFP-FIiC a progressivement
diminué a la surface cellulaire alors qu'elle a augmenté a l'intérieur des cellules. Le MFI de la
protéine GFP était proche de zéro pendant la période d'incubation, indiquant que la GFP n'a pas
adhéré au podle apical des cellules, ni a été internalisée. Ces résultats montrent que la
flagelline FIiC de C. difficile est internalisée par les cellules Caco-2/TC7.

3- La flagelline de C. difficile induit I'activation des effecteurs des voies de signalisation

des inflammasomes NLRC4.

Apres son internalisation dans les cellules épithéliales intestinales, FIiC peut interagir avec les
senseurs/effecteurs cytoplasmiques impliqués dans les voies de signalisation des
inflammasomes NLRC4. Nous avons alors évalué la phosphorylation de NLRC4 sur le résidu
Ser533, connue pour étre la modification post-traductionnelle responsable de 1’activation de cet
inflammasome, aprés une stimulation des cellules soit par FliC soit par la flagelline de
Salmonella Typhimurium (FIaST), connue pour étre internalisée et activer NLRC4, pendant 2
a 8 h, ou par l'inducteur de l'inflammasome NLRC4 LFn-Needle (protéine recombinante du
facteur létal de B. anthracis) pendant 2 h, ces deux derniers inducteurs des inflammasomes

ayant servi comme contrdles positifs. La stimulation par FliC a été associée a la phosphorylation
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du résidu Ser533 de NLRC4 suggérant I'activation de I'inflammasome NLRC4. Pour confirmer
ces résultats, nous avons produit une flagelline de C. difficile tronquée (FliCa2ss-200) délétée de
cing acides aminés dans la partie C-terminale, y compris les deux leucines décrites comme
essentielles pour la reconnaissance par NAIP, composant jouant un réle dans 1’activation
initiale de 1’inflammasome NAIP/NLRC4. Apres 4 h de stimulation des cellules Caco-2/TC7
avec FliCazgs-200, NOUS avons observé une diminution de la phosphorylation de NLRC4 par
rapport a celle observée lorsque les cellules sont stimulées par FIiC entier ou par les contréles
positifs FIaST et LFn-Needle.

Nous avons montré ensuite que I'activation de NLRC4 par FIiC entraine I'activation de la pro-
caspase-1 et son clivage en deux composants p20 et p10. Les cellules ont été incubées avec
FIiC ou FlaST pendant 2 a 8 h, ou avec du TNFa comme contréle positif pendant 1 h. Nous
avons observé que FIiC ou FIaST induisent une augmentation de la libération de la sous-unité
p20 avec un maximum aprés 4 h et 6 h de stimulation. Cette activation de la caspase-1 par son
clivage a été significativement réduite par le traitement préalable des cellules avec I’inhibiteur
spécifique de la pro-caspase-1, VX-765. De plus, a I’aide d’un anticorps spécifique dirigé contre
la pro-caspase-1 en microscopie confocale, nous avons mis en évidence une colocalisation de
la GFP-FIiC avec la pro-caspase-1 aprés 6 h d'incubation, suggérant une interaction entre FliC
et I'inflammasome NLRC4 impliquant la pro-caspase-1.

L'activation des caspases pro-inflammatoires peut conduire a la pyroptose par le clivage de la
gasdermine (GSDMD), entrainant lI'assemblage de la GSDMD clivée dans la membrane pour
former des pores et déclencher la pyroptose. Ainsi, I’analyse par immunoblot du niveau de
GSDMD non activee a montré qu’apres stimulation par F1iC, une diminution de la GSDMD est
observée, suggérant un clivage de cette protéine. Cette diminution de la forme non activée, n’a
pas été détectée lorsque les cellules ont été traitées au préalable par I’inhibiteur de la pro-
caspase-1 VX-756 (25 et 50 uM), suggérant qu’un clivage de la GSDMD a lieu apres

I’activation de la pro-caspase-1 induite par FliC.

L’ensemble de ces résultats suggére que FliC active NLRC4 via la phosphorylation sur son
résidu Ser553, et que la partie C-terminale de la flagelline est nécessaire a cette activation.
L’activation de NLRC4 conduirait ainsi a la formation de I'inflammasome NLRC4 et a
I'activation ultérieure par clivage de la pro-caspase-1, avec la libération de la p20,

responsable du clivage et de l’activation de la GSDMD.

113



4- La flagelline de C. difficile induit I'expression du gene de la pro-caspase-1 et des genes
des cytokines liées a I'inflammasome ainsi que la synthése d’IL-18 d’une maniére
dépendante de NF-kB.

L'activation de I'inflammasome NLRC4 conduit a la synthese de cytokines spécifiques, telles
que I’IL-1B, I’IL-18 et I’IL-33. Dans le contexte de 1’activation de NLRC4 par F1iC, nous avons
étudié par gRT-PCR I'expression des genes de ces cytokines dans les cellules Caco-2/TC7. Une
augmentation de I'expression des génes codant I’IL-1p, I’IL-18 et 1L-33 a été observée, avec
une cinétique différente de leur expression. En effet, une augmentation des genes 1L18 et 1L33
a atteint le pic apres 6 h de stimulation des cellules par FliC, alors que I'expression d’ILIS a
augmenté plus rapidement et a été maximale (20 fois) apres 2 h de stimulation par FliC. Cette
augmentation de I’expression des génes n’a pas été obtenue apres stimulation des cellules par
FliCa2ss-200 tronquée, ce qui suggere que les cing acides aminés delétés de la région C-terminale
de FIiC sont essentiels pour I'expression des géenes codant les cytokines liées aux
inflammasomes. Par ailleurs, une augmentation de 1’expression du géne CASP1 codant la pro-
caspase-1 a été également observée aprées stimulation par FIiC avec un pic aprés 6 h de
stimulation. En outre, I’inhibition de la voie de signalisation de NF-kB par I'inhibiteur chimique
d’IKKa BMS 345541 a aboli l'expression des genes codant 1’IL-18, IL-33 et la pro-caspase-1.

La synthese de I'lL-18 a été évaluée par ELISA dans le surnageant de culture des cellules Caco-
2/TC7 stimulées par FIiC, FIaST ou FliCazss-200 tronquée au cours du temps. FliC, tout comme
FIaST, a induit la synthése d'lIL-18 aprés 6 a 8 h de stimulation, par rapport aux cellules non
stimulées. En revanche, apres stimulation des cellules par FliCass-200 tronqué, aucune
augmentation de la synthese d'IL-18 n’a été observé, confirmant le role essentiel de la région
C-terminale de FIiC dans I’induction de cette cytokine dépendante des inflammasomes. De la
méme maniére que pour 1’expression des génes des cytokines de I’inflammasome, la synthése
de I'lL-18 a été abolie suite a I'inhibition de la voie de signalisation NF-xB, montrant que cette

voie centrale est impliquée dans la synthése de I'lL-18 suite a l'activation de I'inflammasome.

Ces résultats vont dans le méme sens que les résultats précédant qui montrent que FIiC induit
Pactivation de I’inflammasomes NLRC4, ainsi que I’expression des genes de la pro-caspase-
1 et des cytokines spécifiques des inflammasomes et la synthése d’IL-18 par les cellules
épithéliales. Par ailleurs, I’abolition de I’expression de ces génes et de la synthése d’IL-18
apres inhibition de la voie NF-xB suggere un role pour cette voie dans ’activation de
Uinflammasome probablement par I’augmentation du pool (« priming ») de pro-caspase-1 et
des pro-cytokines liées a I'inflammasome.
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Conclusion

L’ensemble de ces résultats suggére que la flagelline de C. difficile s’internaliserait dans
les cellules épithéliales intestinales et qu’elle active la voie de signalisation des
inflammasomes NLRC4 via une interaction entre la région C-terminale de la flagelline et
les récepteurs/effecteurs des inflammasomes (NAIP/NLRC4). Cette activation
contribuerait a la phosphorylation de NLRC4 sur le résidu Ser533 et a la formation de
I’inflammasome NLRC4. Cette phosphorylation de NLRP4 induit le clivage et donc
I’activation de la pro-caspase-1 en libérant le peptide p20 et ’activation de la gasdermine
D et enfin, la libération de cytokines pro-inflammatoires. La voie de NF-kB semble jouer
un réle dans la régulation en amont de I'expression des genes des précurseurs des
effecteurs pro-inflammatoires de la pyroptose. En activant I’inflammasome NLRC4 en
plus de Pactivation du récepteur de la réponse innée TLR4, la flagelline de C. difficile
contribue a P’amplification de la réponse inflammatoire de I’hdte responsable de la
clairance de la bactérie mais également des lésions de la muqueuse intestinale durant

Pinfection a C. difficile.
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Abstract: Clostridioides difficile (C. difficile), is a major cause of nosocomial diarrhea and colitis. C.
difficile flagellin FliC contributes toxins to gut inflammation by interacting with the immune Toll-like
receptor 5 (TLR5) to activate nuclear factor-kappa B (NF-kB) and mitogen-activated protein kinase
(MAPK) signaling pathways. Flagella of intracellular pathogens can activate the NLR family CARD
domain-containing protein 4 (NLRC4) inflammasome pathway. In this study, we assessed whether
flagellin of the extracellular bacterium C. difficile internalizes into epithelial cells and activates the
NLRC4 inflammasome. Confocal microscopy showed internalization of recombinant green fluores-
cent protein (GFP)-FIiC into intestinal Caco-2/TC7 cell line. Full-length GFP-FIiC activates NLRC4 in
Caco-2/TC7 cells in contrast to truncated GFP-FIiC lacking the C-terminal region recognized by the
inflammasome. FliC induced cleavage of pro-caspase-1 into two subunits, p20 and p10 as well as
gasdermin D (GSDMD), suggesting the caspase-1 and NLRC4 inflammasome activation. In addition,
colocalization of GFP-FLiC and pro-caspase-1 was observed, indicating the FliC-dependent NLRC4
inflammasome activation. Overexpression of the inflammasome-related interleukin (interleukin
(IL)-1p, IL-18, and IL-33) encoding genes as well as increasing of the IL-18 synthesis was detected
after cell stimulation. Inhibition of I-kappa-B kinase alpha (IKK-«) decreased the FliC-dependent
inflammasome interleukin gene expression suggesting a role of the NF-«kB pathway in regulating
inflammasome. Altogether, these results suggest that FliC internalizes into the Caco-2/TC7 cells and
activates the intracellular NLRC4 inflammasome thus contributing to the inflammatory process of C.
difficile infection.

Keywords: Clostridioides difficile; flagellin; inflammasome; NLRC4; pro-caspase-1; gasdermin; IL-1§3;
IL-18; IL-33

1. Introduction

Clostridioides difficile is an anaerobic, spore-forming, Gram-positive bacterium found in
both the environment and intestinal tracts of animals and humans [1]. C. difficile infection
(CDI) is the leading cause of nosocomial antibiotic-associated diarrhea [2]. Since the past
two decades, the emergence of highly virulent and epidemic C. difficile strains is associ-
ated with several international outbreaks [3]. The bacterium induces a strong intestinal
inflammatory response that may lead to the development of pseudomembranous colitis
as well as severe complications such as fulminant colitis, toxic megacolon, and colonic
perforation. CDI is therefore associated with a high rate of morbi-mortality. The two large
clostridial toxins, toxin A (TcdA) and toxin B (TedB), have long been considered the main
virulence factors of C. difficile [4] contributing to the inflammatory lesions observed in
patients through the activation of major pro-inflammatory signaling pathways such as
MAPK [5], NF-kB [6] and inflammasome [7].
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Other C. difficile factors appear to be involved in the pathogenesis, such as the two
S-layer proteins (SLP) [8], adhesins [9], hydrolytic enzymes [10], cell wall proteins [11], and
flagella [12]. C. difficile flagellin FliC, the major component of flagella, plays an essential
role in CDI-associated inflammatory response. FliC is recognized by cell surface-associated
TLRS5, one of the innate immune pattern recognition receptors (PRRs), leading to the
activation of MAPK and NF-«B cell signaling pathways and secretion of pro-inflammatory
cytokines (IL-8 and chemokine (C-C motif) ligand 20—CCL20) [12,13]. We previously
showed that the presence of both, toxins and flagella is required for the development of
mucosal lesions in a mouse model of CDI [14].

It is still unclear whether C. difficile flagellin activates other pro-inflammatory sig-
naling pathways such as the inflammasome one. The inflammasomes play an essential
role in connecting the detection of endogenous and microbial danger signals to caspase-
1 activation and induction of protective immune responses. In intracellular pathogen
bacteria, including Legionella pneumophila [15], Shigella flexneri [16], Burkholderia thailan-
densis [17], and Salmonella Typhimurium [18], flagellins present in the cytosol can also be
recognized by NLR, nucleotide oligomerization domain receptors (NOD)-like receptors.
Flagellin proteins interact with specific members of the neuronal apoptosis inhibitor protein
(NAIP) family, which in turn drive assembly and subsequent activation of the NLRC4
inflammasome [19,20]. Activated inflammasomes recruit a bipartite protein known as
apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase activation and recruitment
domain) (ASC) containing a caspase activation and recruitment domains, and drive the
proteolytic activation of pro-caspase-1, to caspase-1, and GSDMD) activation, resulting in
the release of mature, active IL-33, IL-18, and IL-13 [21] and membrane pores formation
(pyroptosis) [22]. Therefore, activation of the inflammasome pathway by C. difficile flagella
requires the internalization of FliC in the cytosol.

Previous studies showed that different flagellins from Gram-negative bacteria could
also be internalized into epithelial cells via TLR5 [23]. We hypothesize that even though C.
difficile is an extracellular bacterium, FliC could be internalized and activate inflammasomes,
thus contributing to the inflammatory process and intestinal damages observed during
CDIL. In the present study, the internalization of C. difficile FliC inside the intestinal epithelial
cells was assessed by confocal microscopy. We demonstrated for the first time that FliC
is internalized and triggers NLRC4 inflammasome activation, leading to cleavage of pro-
caspase-1 and release of inflammasome-related cytokines IL-18 and IL-33.

2. Results
2.1. C. difficile Flagellin Is Internalized by the Intestinal Epithelial Cells

Some bacterial factors such as toxins can penetrate the cells and alters their home-
ostasis. Internalization of C. difficile flagella has not yet been studied. To assay flagellin
internalization, Caco-2/TC7 cells were incubated with C. difficile recombinant flagellin
fused in N-terminal with the fluorescent protein GFP (GFP-FliC) or GFP, as a control, in a
time-dependent manner. The C-terminal region of FliC, which is involved in inflammasome
activation was kept intact. Internalization of C. difficile flagellin was assessed by a confocal
microscope. The Mean Fluorescence Intensity (MFI) of GFP-FliC was monitored either
at the optical z-sections at the apical pole of cells (“TC7-Surface”) or the optical middle
z-sections corresponding to the inside of cells (“TC7-Intracellular”). Throughout incuba-
tion time fluorescence of the GFP control was not detected in any section. The GFP-FIiC
was mainly localized at the cell surface, following 2 h of incubation (Figure 1a,b). The
intracellular MFI of GFP-FliC progressively increased before reaching its maximum at 6 h
post-stimulation, while the cell surface signal presented an opposite pattern. (Figure 1b).
The GFP-FliC was also observed at the optical middle z-sections at the respective incubation
times (Figure 1a,b). These results show that FliC is internalized by the Caco-2/TC7 cells in
a time-dependent manner.
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Figure 1. Internalization of the C. difficile flagellin in Caco-2/TC?7 cells analysis by confocal microscopy.
Caco-2/TC7 cells were incubated with the GFP-FliC (6 ng/mL) or GFP, as a control, for 2 h, 4 h, and
6 h. (a) Using the Imaris software, we analyzed the profile xz of cells and studied the internalization
of GPF-FIiC by the epithelial cells. Image acquisition of subsequent sections of transversal planes
(from apical surface (AS) to basolateral surface (BS), red arrows) and longitudinal planes of the cells.
White arrows point out the GFP-FIiC proteins in longitudinal planes. (b) Mean Fluorescence Intensity
(MFI) of GFP-FliC (e) and GFP (M) at the cell surface (TC7-Surface) and inside Caco-2/TC7 cells
(TC7-Intracellular). Results represent MFI for 30 representative fields for each time. Horizontal lines
represent the mean for each condition. * Statistically significant differences (p < 0.05).

2.2. C. difficile Flagellin Induces NLRC4 Activation

Flagella of intracellular pathogen induce inflammasome activation through phospho-
rylation of NLRC4 at Ser533. Internalization of C. difficile FliC into cells may therefore
activate this same signaling pathway. NLRC4 activation was evaluated in Caco-2/TC7 cells
stimulated with either C. difficile FliC, from S. Typhimurium (FlaST), known to activate
NLRC4, or the NLRC4 inflammasome inducer Bacillus anthracis lethal factor (LFn)-Needle,
as a positive control. The level of phosphorylated NLRC4 was then measured by western
blot. As expected, LFn-Needle induced NLRC4 phosphorylation as short as 2 h following
stimulation. Cells stimulation with FliC, or FlaST, induced the phosphorylation of NLRC4
in a time-dependent manner with a maximum level of phosphorylated protein observed af-
ter 6 h of incubation (Figure 2a,b). These observations were confirmed by using a truncated
C. difficile flagellin (FliCAgs 290) with five amino acids removed in the C-terminal part.
The mutant protein lacks two leucine residues previously described as being essential for
recognition by NAIP [24]. FIiCAjgs 29 induced a lower NLRC4 phosphorylation level in
stimulated Caco-2/TC7 cells compared to GFP-FliC and the two positive controls FlaST and
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LFn-Needle (Figure 2c). These observations indicate that C. difficile FliC activates NLRC4
via phosphorylation at Ser553, and this activation requires the presence of the C-terminal

part of this flagellin.
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Figure 2. NLRC4 activation by C. difficile flagellin. Caco-2/TC7 cells were stimulated with (a) the
C. difficile FliC (6 ug/mL) or (b) FlaST (2 ug/mL) for 2h, 4 h, 6 h and 8 h, and a positive control
LFn-Needle (150 pg/mL) for 2 h. (c) Cells were stimulated with the C. difficile FliC (6 ug/mL),
FliCAjg6 290 (6 ug/mL), FlaST (2 pg/mL) for 4 h, and a positive control LFn-Needle (150 pg/mL)
for 2 h. Western Blot was then performed using anti-phosphorylated (Ser533) NLRC4 and anti-actin
antibodies. Images are representative of three independent experiments. The density of the bands
was measured using Fusion software. Ratios NLRC4/actin were calculated and normalized to
a negative control. Results represent the mean (n = 3) + standard deviations for each condition.
* Statistically significant differences (p < 0.05).
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2.3. C. difficile Flagellin Induces Caspase-1 and Gasdermin Activation

Following inflammasome formation and activation, caspase-1 is autoactivated and
cleaved into two components p20 and p10. To evaluate whether FliC-mediated NLRC4
activation results in the activation of pro-caspase-1, cells were incubated with FIliC or
FlaST in a time-dependent manner (2 h, 4 h, 6 h, and 8 h), or with tumor necrosis factor
alpha (TNF) for 1 h as a positive control. The level of p20 protein was then measured by
western blot. FliC or FlaST induced an increase in the release of the p20 subunit with a
maximum at 4 h and 6 h respectively (Figure 3A,B). To confirm that p20 release is due to
caspase-1 activation and subsequent cleavage, cells were treated with VX-756, a specific
pro-caspase-1 inhibitor, at different concentrations for 4 h and then stimulated with FliC
for 4 h, or with LFn-needle for 2 h, as a positive control. Releasing of p20 was significantly
reduced in VX- 765-pretreated cells (Figure 3C,D). Similarly, the expression of the CASP1
gene was increased in Caco-2/TC7 cells following stimulation with FliC (Supplementary
Data, Figure S1). These results suggest that the release of p20 induced by C. difficile flagellin
is mediated by the NLRC4 inflammasome and the subsequent activation of pro-caspase-1.
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Figure 3. C. difficile flagellin induces caspase-1 and GSDMD activation. (A-D) Release of p20
after stimulation of cells with C. difficile flagellin. Caco-2/TC7 cells were stimulated with TNFa
(1.25 pg/mL) for 1 h as a positive control and (A) C. difficile FliC (6 pug/mL) or (B) FlaST (2 pg/mL)
for 2h,4h, 6 h, and 8 h. Cells were pre-treated, or not, with caspase-1 inhibitor VX-756 (12.5, 25, or
50 uM) for 4 h and then stimulated with (C) C. difficile FliC (6 ug/mL) for 4 h, or (D) with LFn-Needle
(150 pg/mL) for 2 h, as a positive control. (E-F) GSDMD cleavage by C. difficile flagellin. Cells
were pretreated, or not, with caspase-1 inhibitor VX-756 (12.5, 25 and 50 uM) during 4 h and then
stimulated with FliC (6 pug/mL) for 4 h, or a positive control LFn-Needle (150 pg/mL) for 2 h. After
cell stimulations, western blots were then performed using anti-p20 or anti-GSDMD, and anti-actin
antibodies. Images are representative of three independent experiments. The density of the bands
was measured using Fusion software. Ratios of p20/actin or GSDMD/actin were calculated and
normalized to a negative control. Results represent the mean (n = 3) + standard deviations for each
condition. * Statistically significant differences (p < 0.05). (G) Colocalization of C. difficile flagellin
with pro-caspase-1. Cells were incubated with C. difficile GFP-FIiC (6 pg/mL) for 6 h and assessed
by immunofluorescence. Cells were labeled for (a) actin (magenta fluorescence excited with 560-nm
light) and nuclei (blue fluorescence excited with 360-nm light), (b) FliC in green (green fluorescence
excited with 488-nm light), (c) pro-caspase-1 labeled in red with AlexaFluor. (d) Merge between (b)
and (c). (Scale bar 10 pm).

Activation of pro-inflammatory caspases can drive pyroptosis by the cleavage of
GSDMD, resulting in the assembly of the cleaved GSDMD into the cytoplasmic membrane
to form pores. GSDMD activation in the presence or not of the chemical inhibitor of
caspase-1 VX-756 was evaluated. Cells were treated or not with different concentrations
of VX-756 for 4 h and then stimulated with FliC for 4 h or with LFn-Needle for 2 h, as
a positive control. The level of the non-activated form of GSDMD was then measured
by western blot. Following FliC stimulation, a decrease in GSDMD level was observed,
suggesting a cleavage of this protein (Figure 3E). Pretreatment of cells with VX-756 (at 25
and 50 uM), inhibited GSDMD cleavage following stimulation with either FliC or LFn-
Needle (Figure 3F). Colocalization of GFP-FliC with the pro-caspase-1 inside the cells
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following 6 h of incubation was observed by confocal microscopy using a specific pro-
caspase-1 antibody (Figure 3G). These data suggest that FliC induces the activation of
pro-caspase-1 and the cleavage of GSDMD, via NLRC4 inflammasome activation.

2.4. C. difficile Flagellin Induces Inflammasome-Related Cytokines Gene Expression

Activation of NLRC4 inflammasome leads to specific cytokines synthesis such as
IL-18, IL-33, and IL-1B. The expression of these cytokine genes in Caco-2/TC7 cells
stimulated with FliC, FlaST, or FliCAg¢ 299 was measured by real-time quantitative reverse
transcription PCR (qQRT-PCR) in a time-dependent manner. Upregulation of IL-18, IL-33,
and IL-1$ encoding genes was observed in FliC and FlaST -stimulated cells, compared to
unstimulated cells (Figure 4). Levels of IL18 (Figure 4a) and IL33 gene transcripts (Figure 4b)
reached a maximum after 6 h of stimulation with FliC (12-fold and 20-fold, respectively)
whereas the expression of IL1f increased more rapidly and reached its highest level (20-
fold) after 2 h of stimulation (Figure 4c). Similar gene expression profiles were observed
after FlaST stimulation. Finally, FliCAygs 299 did not induce the expression of the measured
genes suggesting that the five amino acids deleted from the C-terminal region of FliC are
essential for inflammasome-related cytokines gene expression (Figure 4a—c).

c-
B FlST

-

- FIC o200

Relative expression ratio of IL- 18

(a) (b)

50- c-
= FlaST
- FiC
= FC aze8.200

Relative expression ratio of IL- 18

Time (hours)

(©)

Figure 4. Inflammasome related-cytokines gene expression induced by C. difficile flagellin. Caco-
2/TC7 cells were stimulated with FliC (6 pug/mL), FlaST (2 pg/mL) as a positive control, or
FliCApg6 290 (6 pg/mL) for 2 h, 4 h, 6 h, and 8 h, and monitored for IL18 (a), IL33 (b) and IL1B
(c) gene expression by qRT-PCR. Results represent the mean (1 = 3) + standard deviations for each
condition. * Statistically significant differences (p < 0.05).
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2.5. NF-xB Pathway Plays a Role in FliC-Induced Pro-Caspase-1 and Inflammasone-Related
Cytokines Gene Expression

The pivot NF-kB pro-inflammatory signaling pathway plays a key role in inflamma-
some activity by priming the pro-interleukin and inflammasome effector expressions [25].
This regulation integrates proinflammatory signaling pathways such as those triggered
by TLR ligation. NF-«kB, however, prevents excessive inflammation and restrains NLR
family CARD domain-containing protein 3 (NLRP3)-inflammasome activation through
a poorly defined mechanism [26]. To evaluate the role of NF-kB in FliC-induced NLRC4
inflammasome activation, IKK« inhibitor BMS-345541 was used, allowing the inhibition of
the NF-kB signaling pathway. Caco-2/TC7 cells were pretreated with the IKK« inhibitor
(20 uM) for 1 h and stimulated with FliC in a time-dependent manner. The expression
of pro-caspase-1, IL18, and [133 genes was then measured by qRT-PCR. As previously
shown (Figure 4 and Supplementary Data Figure S1), stimulation with FIliC upregulated
the expression of pro-caspase-1, IL-18, and IL-33 encoding genes. Inhibition of the NF-«B
signaling completely abolished the expression of these genes (Figure 5). These results
suggest that the NF-«kB signaling pathway plays an essential role in the activation of the
inflammasome signaling pathway.
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Figure 5. Cont.
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Figure 5. Abolition of FliC-induced pro-caspase-1 and inflammasome-related cytokines gene expres-
sion following inhibition of NF-«B signaling pathway. Caco-2/TC7 cells were pre-treated with the
IKKa inhibitor BMS-345541 for 1 h, then stimulated with FliC in a time-dependent manner (2 h, 4 h,
6h, 8 h, 12 h, and 24 h) and monitored for IL18 (A), IL33 (B) and CASP1 (C) gene expression by
qRT-PCR. Results represent the mean (n = 3) + standard deviations for each condition. * Statistically
significant differences (p < 0.05).

2.6. C. difficile Flagellin Induces Inflammasome-Related IL-18 Synthesis

Inflammasome-related IL-18 synthesis in cell supernatants was assessed using an
ELISA-based method. Caco-2/TC7 cells were stimulated with FliC, FlaST, or FliCA,gs 290
in a time-dependent manner. FliC, as well as FlaST, upregulated IL-18 synthesis following
6h of stimulation, compared to unstimulated cells (Figure 6). Following cell stimulation
with FliCAjge 290, an important decrease in IL-18 synthesis was observed, confirming the
essential role of the C-terminal region of FliC in NLRC4 activation. Inhibition of the NF-«B
signaling pathway using IKKa inhibitor (BMS-345541) abolished IL-18 synthesis in FliC-
and FlaST-stimulated cells, suggesting that this pathway is involved in IL-18 synthesis
following inflammasome activation.

- 6h
= 8h

IL-1E (pg/ml)
3

c- Flic FIaST  FiIC 50 FIIC + BMS 345541

Figure 6. C. difficile flagellin induces IL-18 synthesis in Caco-2/TC7-cells. Cells were inhibited for
1 h with a chemical inhibitor of NF-kB signaling pathway, or not, then incubated with FliC, FlaST,
as a positive control, and FliCAjgg 290, for 6 h, or 8 h, and IL-18 was quantified from supernatants.
Errors bars indicate the standard error of the mean of three independent experiments. * Statistically
significant differences (p < 0.05).
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3. Discussion

Flagella from enteropathogenic bacteria are involved in the inflammatory host re-
sponse which could be responsible for intestinal lesions. C. difficile is a pathogen known to
induce severe inflammatory response involving toxins TcdA and TedB which have been
considered the major virulence factors. Nevertheless, a synergy between the toxins and the
flagellin, the main component of the flagella, has been demonstrated in the induction of a
strong deleterious innate immune response of the host [14]. The C. difficile toxins play a role
in opening the tight junctions of the intestinal epithelium thus facilitating the access of the
flagellin monomers to the innate immune receptor TLR5 expressed at the basolateral pole of
the epithelial cells [27]. We previously reported that this FliC /TLR5 interaction activates the
NEF-«B and the MAPK signaling pathways which elicits the synthesis of pro-inflammatory
cytokines which amplify the host inflammatory response and mucosal injury [12].

Flagellins from intracellular pathogens induce the formation of an inflammasome
when present inside the cell and then trigger an inflammatory immune response which
includes pyroptosis (a form of lytic programmed cell death) [28]. This inflammasome
involves the NLRC4 protein characterized by its central NOD domain, a regulatory C-
terminal leucine-rich repeat (LRR) domain, and an N-terminal part of variable structure,
such as the caspase activation and recruitment domain (CARD) [29]. NAIP in humans
(N'AIP5 in mice) binds to the DO domain of flagellins and assembles with NLRC4 to form
the multiprotein inflammasome complex, which includes the adaptor protein ASC and
the pro-caspase-1, via an interaction CARD-CARD [28]. The inflammasome serves as
a platform to cleave pro-caspase-1 to caspase-1 which in turn induces the maturation
of the pro-inflammatory IL-18, IL-33, and IL-1f cytokines, as well as the pore-forming
GSDMD [30-32].

However, extracellular flagellin can be internalized by epithelial cells as observed for
flagellins of S. Typhimurium and Escherichia coli strains which are internalized by polarized
human Caco-2BBe and T-84 cells. This TLR5-mediated flagellin internalization follows the
endosomal-dependent mechanism since flagellins co-localize with endosomal and lysoso-
mal compartments [23]. Moreover, in plant cells, it has been described that the fragment
flg22 of bacterial flagellin binds the Flagellin Sensitive 2 (FLS2) receptor and is internalized
via the endocytic pathway to induce both local and systemic immune responses [33,34].
In the present study, confocal analyses with a tagged C. difficile flagellin demonstrate for
the first time that flagellin from an extracellular Gram-positive pathogen can also be in-
ternalized by intestinal epithelial cells. The activation of NLRC4 inflammasome by the
C. difficile FliC was expected since the C. difficile FliC shares with other flagellins some of
the C-terminal essential amino acids recognized by NAIP5 (Supplementary Data Figure
S2) [24,35]. It has to be noticed that in FliC an arginine residue from C-terminus is replaced
by glycine, as for the flagellins of the enteropathogen E. coli (EPEC) and enterohemorrhagic
E. coli (EHEC), a configuration that seems to induce less NLRC4 activity [36]. Nevertheless,
in this study, the internalization of the C. difficile FliC induced Ser533 phosphorylation of
NLRC4 as previously described for intracellular pathogens. Interestingly, a significant
decrease of NLRC4 Ser533 phosphorylation was observed with the truncated FliCAgs 299
compared to full-length FliC, suggesting that the C-terminal region of the C. difficile flagellin
is necessary for this phosphorylation. Whether the level of NLRC4 activation induced by
FliC is lower than that induced by other flagellins remains to be determined.

The formation of the inflammasome involves the recruitment of pro-caspase-1. Using
confocal microscopy, the colocalization of the C. difficile flagellin with pro-caspase-1 inside
the cell was detected, suggesting an NLRC4 inflammasome assembly. The detection of the
activation of pro-caspase-1 by cleavage into subunits p10 and p20 confirmed this inflam-
masome formation [37]. As previously described for other flagellins, releasing of mature
IL-18 by Caco-2/TC7 cells following internalization of FliC, suggest a role for caspase-1 in
the maturation of pro-IL-18. Downstream inflammasome activation pathway, the activated
caspase-1 elicits the maturation (cleavage) of the GSDMD protein at its N-terminal domain,
to form cell membrane pores leading to pyroptosis [38,39]. A structural study showed that

125



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 12366

11 of 16

the gasdermin pore is formed by 27 or 28 gasdermin monomers creating a 180 A inner
diameter channel allowing the transport of cytokines and numerous ions [40]. Decreasing
the full-length GSDMD level induced by the C. difficile FliC strongly suggests a cleavage of
this protein and its role in pyroptosis which could contribute to the inflammatory response
during C. difficile infection.

Transcriptional regulation through NF-«B or interferon regulatory factor (IRF) affects
most, if not all, inflammasome molecules from sensors to downstream inflammasome prod-
ucts such as caspase, pro-inflammatory cytokines, and GSDMD. For example, in human
monocytes, pro-caspase-4 and pro-caspase-1 gene expressions are regulated by IRF2 [41,42].
Moreover, caspase-11 expression is regulated in the presence of lipopolysaccharide (LPS) or
interferon gamma (IFNy) via the NF-«B signaling pathway [43]. In this study, the observed
FliC-induced upregulation of the caspase-1 as the inflammasome-related IL-1§3 IL-18 and
IL-33 cytokine encoding genes was dramatically inhibited by chemical inhibition of NF-kB
suggesting a role of NF-kB in the transcriptional expression of inflammasome products
following FliC stimulation. In this way, as described for NLRP3 inflammasome [26], NF-«B
could play an essential role in the activation of the inflammasome signaling pathway by
preparing the pool of pro-caspase-1 and the not constitutively expressed pro-inflammatory
inflammasome-related cytokines. Whether NLRP4-FliC inflammasome is similarly sub-
jected to synergy from priming signals has yet to be determined.

Previous reports indicate that intracellular C. difficile toxins can activate the NLRP3
inflammasome and trigger IL-1bfy maturation which contributes to toxin-induced inflam-
mation and intestinal injury [7]. Following the disruption of the epithelial barrier by
altering tight junctions [27], the toxins interact with mucosal immune cells to elicit an
intense inflammatory response leading to subsequent tissue damage [44,45]. However,
the exact mechanism by which the toxin activates the inflammasome remains unknown.
Moreover, the C. difficile surface layer proteins, forming a crystalline regular array that
covers the surface of the bacterium [8], activates inflammasomes and pyroptosis via the
ATP-P2X7 pathway which contributes to the inflammatory process and host defense [46].

In conclusion, the present study highlights the role of C. difficile flagellin in inflamma-
tion by activating the intracellular NLRC4 inflammasome signaling pathway in addition
to its already-known role in the activation of the TLR5 pro-inflammatory pathway. In this
sense, our results reinforce the idea of the role of C. difficile flagella in synergy with toxins in
the inflammatory process responsible for lesions of the intestinal mucosa. In contact with
epithelial cells, internalized C. difficile flagellin stimulates the inflammasome pathway, thus
escaping the tolerance of the host’s immune system to bacterial flagellins present in the
intestinal lumen. Therefore, FliC contributes with toxins and other surface structures to the
induction of the inflammatory response of the host by stimulating receptors/sensors of the
innate response both on the cell surface and intracellularly. Further studies are necessary to
better characterize the internalization mechanisms of FliC inside the intestinal epithelial
cells as well as the specific effectors involved in the C. difficile FliC stimulated NLRC4
signaling pathway in the context of CDI to better understand the pathogenesis of the
bacterium. This study contributes to an improved understanding of C. difficile pathogenesis
and host immune responses to C. difficile infection, which may facilitate the development of
new host-targeted therapeutic and successful vaccine strategies.

4. Materials and Methods

Cell culture. Human intestinal epithelial Caco-2/TC7 cell line was grown in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco Laboratories, Grand Island, NY, USA) with L-
glutamine (Gibco Laboratories) supplemented with 15% heat-inactivated fetal bovine serum
(FBS; Gibco Laboratories) and 1% non-essential amino acids (Gibco Laboratories). Cells
were maintained at 37 °C and 10% COs.

Construction of recombinant pET28a-GFP-FliC and pET28a-GFP-FliCAgs 290. The
GFP gene and the FliC gene were amplified from the plasmids pCA24N-GFP and pET28a-
FliC [12] respectively with specific primers (Table 1) and cloned in the pET28a vector using
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the Golden Gate method (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA) [47]. The cloning
resulted in the fusion of the GFP with the N-terminus of FliC. Briefly, a pET28a vector
carrying Bsal restriction sites at each side of a spectinomycin gene was mixed with the two
amplicons in the presence of Bsal and T4 ligase (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA),
for 1 h at 37 °C. Then E. coli TG1 was transformed with the ligation and after selection
of the transformants on a kanamycin-containing Luria broth (LB) agar plate, plasmids
were extracted and cloning verified by enzymatic digestion. The same procedure was
used to create the pET28a-GFP-FLiCAyg 299 with FliC truncated of 15 nucleotides in 3’ by
amplification with specific primers (Table 1). Each construct was further sequenced for
verification.

Table 1. Primers sequences for PCR.

Gene Name Sequence

5'-C GGT CTC ATT GCT ATG CGG CCG CAG TAA AGG AG-3/

GE 5-C GGT CTC ATT TGT ATA GTT CAT CCA TGC CAT G-3/
" 5-C GGT CTC ACA AAA TGA GAG TTA ATA CAA ATG TAA GTG C-3
JE 5-C GGT CTC ATG CCG CTC CTA ATA ATT GTA AAA CTC C-3'
e 5-C GGT CTC ACA AAA TGA GAG TTA ATA CAA ATG TAA GIG C-3
286-290 5-C GGT CTC TTT GCA AAC TCC TTG TGG TTG TTG ATT AGC-3'

Recombinant protein expression and purification. Recombinant proteins GFP-FIiC
and GFP-FliCAygs 299 were expressed in the Escherichia coli BL21 strain transformed with
the plasmids pET28a-GFP-FliC and pET28a-GFP-FliCA g 29 respectively, as described by
Tran et al. with some modifications [48]. Each E. coli transformant was briefly grown in LB
media supplemented with kanamycin at 37 °C for 18 h. The culture was then subcultured
at 1:10 (v/v) and inoculated at 37 °C until OD600 reached 0.6. Induction was made in the
presence of IPTG (1 mM concentration), and protein expression was performed at 16 °C for
18 h. Protein extraction was done by sonication on ice.

Protein purification was performed by affinity chromatography using His-Select
Cobalt Affinity Gel (Talon Superflow; Cytiva, Buckinghamshire, UK). After column equili-
bration with solution A (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 20 mM imidazole pH 8.0), target
protein was eluted with solution B (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 200 mM imidazole,
pH 8.0). Purified GFP-FliC (or GFP-FIiC Ajgs 299) samples were loaded on électrophorese
en gel de polyacrylamide contenant du dodécysulfate de sodium (SDS-PAGE, SDS 12%),
and Coomassie Brilliant Blue stained gel confirmed the presence of purified proteins as the
expected molecular weight (GFP-FliC: 69 kDa, GFP-FliCAjgs »90: 66 kDa).

Stimulation and treatment cell lines. For inflammasome activation experiments, cells
were seeded on 24-well cell culture plates (5 x 10° cells/well) and grown up to 3 days post-
confluence. For immunofluorescence experiments, cells were seeded on 24-well cell culture
plates (15x10* cells /well) and grown up to 60-70% confluence. Cell monolayers were FBS
depleted for 4 h before signaling experiments to reduce the phosphorylation background
induced by the growth-factor-rich FBS. Cell stimulation with flagellins (recombinant FliC,
recombinant GFP-FliC, or recombinant GFP-FliCAjgs_»99) was assessed by incubation of
cell monolayers with 5 ug/ml of recombinant protein. When indicated, positive controls
were obtained by incubating cells with 1.25 pug/ml TNF« (InvivoGen, San Diego, CA, USA)
for 15 min or 2 ug/ml ultrapure flagellin from S. Typhimurium (FlaST, InvivoGen; San
Diego, CA, USA) for 2h, 4 h, 6 h or 8 h, or 150 ug/ml LFn-Needle (InvivoGen; San Diego,
CA, USA) for 2 h, or 5 ug/mL recombinant GFP for immunofluorescence quantification.
Inhibition of pro-caspase-1 was obtained by adding 12.5, 25, or 50 uM VX-765 (Caspase-
1 inhibitor, InvivoGen, San Diego, CA, USA) to cell monolayers 4 h before stimulation
with recombinant proteins [49]. Inhibition of NF-kB was obtained by adding 20 uM BMS-
345541 (IKK« inhibitor; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) to cell monolayers 1 h before
stimulation with recombinant proteins [50].

127



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 12366

13 of 16

SDS-PAGE and Western blot analysis. Cells were washed with sterile PBS-Vanadate
(0.5 mM EDTA, 1 mM sodium fluoride, 10 mM hydrogen peroxide, 0.1 mM sodium vana-
date, PBS) at 37 °C to remove non-adhering particles, and frozen at —80 °C for at least
15 min. Cells were then lyzed by adding lysis buffer (186 mM (3-Mercaptoethanol, 1%
bromophenol blue, 10 mM NaF, 25 mM NaPPI, 1 mM Na3VOy,). Proteins were separated
by SDS-PAGE (SDS 10%) and transferred to a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane
(ThermoScientific, Rockford, IL, USA). For immunoblotting, membranes were washed with
TBS (1X Tris-buffered Saline) 0.1% Tween 20, blocked in TBS (0.1% Tween 20, 5% milk), and
probed separately overnight with antibodies. According to the manufacturer’s instructions,
blots were then incubated with horseradish peroxidase (HRP)-linked secondary antibodies
(described below), followed by chemiluminescence detection with the ECL Plus kit (Mil-
lipore, Billerica, MA, USA). Chemiluminescence signals were detected with a Fusion FX
Imaging System (Vilber Lourmat, Marne La Vallée, France), analyzed with Fusion-CAPT
software, and normalized with actin.

Primary antibodies used include rabbit polyclonal anti-NLRC4 (NP541; 1:1000, ECM
biosciences; Versailles, KY, USA), anti-Caspase-1 (D7F10; 1:1000, Cell Signaling Technology;
Danvers, MA, USA), anti-p20 (D57A2; 1:1000, Cell Signaling Technology; Danvers, MA,
USA), anti-GSDMDC1 (sc-81868; 1:1000, Santa Cruz Technology; Dallas, TX, USA) or anti-
actin (A2066; 1:10000, Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA). Secondary antibodies used
include anti-Rabbit IgG (7074; 1:10000, Cell Signaling Technology; Danvers, MA, USA) and
anti-Mouse IgG (7076; 1:10000, Cell Signaling Technology; Danvers, MA, USA).

Cytokine assays. After cell stimulations at the indicated time, cell-free culture su-
pernatants were collected and stored at —80 °C until cytokine assays. According to the
manufacturer’s instructions, human pro-inflammatory cytokine IL-18 production by Caco-
2/TC7 cells was quantified using an ELISA-based method using Quantibody Human
Inflammation Array 1 from RayBiotech (Norcross, GA, USA).

Quantitative real-time reverse transcription PCR. Total RNA from cell lines was iso-
lated using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). cDNA was prepared from
1 ug RNA using SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
with random primers as described by the manufacturer. qPCR was performed ina 10 puL
reaction volume containing 4 ng of cDNA, 5 uL of SSo Advanced™ SYBR Green Supermix
(Bio-Rad; Marnes-la-Coquette, France), and 500 nM gene-specific primers. The primers
are listed in Table 2. Reactions were run on a CFX96 Real-time System (Bio-Rad; Marnes-
la-Coquette, France) with the following cycling conditions: 30 s polymerase activation at
95 °C and 40 cycles at 95 °C for 5 s and 60 °C for 10 s. An additional step from a start
at 65 °C t0 95 °C (0.5 °C/0.5 s) was performed to establish a melting curve to verify the
specificity of the real-time PCR reaction for each primer pair. Results were normalized
using the geometric averaging of the reference gene GAPDH. Normalized relative ratios
were calculated using the AACT method.

Immunofluorescence assays and quantification. Cells were plated in 24-well culture
plates on glass coverslips. After 6 h of incubation with GFP-FIiC, cells were washed with 1X
PBS (pH 7.2), fixed with 3% paraformaldehyde, and permeabilized with 0.1% Triton in PBS.
Cells were then washed three times with PBS (pH 7.2), blocked with PBS-gelatin 0.2%, and
then incubated with primary antibody rabbit polyclonal caspase-1 (sc-56036, 1:100, Santa
Cruz Biotechnology; Dallas, TX, USA) which detects C-terminus of full-length and cleaved
caspase-1 for 3 h at RT. After washing with 1X PBS, proteins of interest were detected by
incubation for 1 h with fluorescently labeled secondary antibodies AlexaFluor (Abberior
Star Red; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 638 goat anti-rabbit IgG (kindly donated by
V. Nicolas, PlateForme d'Tmagerie Cellulaire—MIPSIT; 1:200), then washed with 1X PBS.
Cells were mounted in ProlongTM Gold antifade reagent, containing DAPI staining the
nuclear DNA (P36934, Invitrogen Carlsbad, CA, USA). F-actin staining was performed
using Phalloidin-Tetramethylrhodamine B isothiocyanate 560 (P1951, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) reagent according to the manufacturer’s instructions. Samples were
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observed with an inverted g-STED TCS SP8 Leica confocal microscope (Leica, Germany)
using an HC PL APO CS2 63 x /1.40 oil immersion objective lens.

Table 2. Primers sequences for qRT-PCR.

Gene Name Sequence

5'-GTT TCT TGG AGA CAT CCC ACA-3.’
5-TGG TGG GCA TCT GCG CTC TAC-3’

5'- AAT GCA AAG AGG TCA TCG C-3”

hpro-caspase-1

ENLECS 5-AGA GCC TTG CCA AGA GAA GA-3'
hIL-8 5'-GGC ACA AAC TTT CAG AGA CAG-3/
5'-ACA CAG AGC TGC AGA AAT CAG G-3/
WIL-18 5'-AAA GAT GGC TGC TGA ACC AGT-3/
5'-TTT CCT CAG CTG ACA ATG GTG-¥
WIL-33 5-AGA ACT GGG ATG TAA CTG CCT-3'
s 5'-CTT TGC TTG CTG TGT TCT TCC-3
WIL-1 5-AAT TTG AGT CTG CCC AGT TCC CC-3'
p 5'-AGT CAG TTA TAT CCT GGC CGC C-3
/ !
hGAPDH 5'-AGC CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC-3

5'-CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG -3’

For the FliC internalization analysis, taken images are composed of arithmetic stacks of
4-15 deconvoluted images, each 1.2 um in z-step. Stacks of images (16-bit grayscale) were
acquired with a z-step of 0.7 um with low illumination intensity. GFP protein was used as
anegative control for the quantification of the fluorescence intensity. The MFI) of GFP and
GFP-FliC was determined by measurement of fluorescence in 30 representative fields (at
least 100 individual cells), using Leica SP8 acquisition and software analysis (Imaris /Image]
software). The histogram feature of internalization was used to compare MFI with the
control (GFP). The two groups were compared using Mann and Whitney’s test performed
with Graphpad software. p values < 0.05 were considered statistically significant.

Statistical analysis. Results are expressed as means + sem. Different groups were
compared with Mann and Whitney test or Student t-test performed by GraphPad Prism
software. p values < 0.05 were considered statistically significant.

Supplementary Materials: The supporting information can be downloaded at: https://www.mdpi.
com/article/10.3390/ijms232012366/s1. Reference [36] is cited in the supplementary materials.
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Figure S1. C. difficile flagellin induces pro-caspase-1 gene expression.
Caco-2/TC7 cells treated by FliC (6 pg/mL), and FlaST (2 pug/mL) as a positive
control. After 8 h, cell-free culture supernatants were collected, and pro-
caspase-1 gene was quantified. Error bars indicate the standard error of the
mean of three independent experiments. Results represent the mean (1 =3) =
standard deviations for each condition. * Statistically significant differences (p
<0.05).
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Figure S2. Flagellins interact with inflammasomes via a conserved
region: Sequence alignment of the C-terminal sides of different bacterial
flagellins. Flagellin residues interacting with NAIP5 are indicated with
asterisks. Conserved residues are in red. Amino acids localizations are 461-495
(*) or 241-290 (**). According to Yang et al. [36].
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Discussion

C. difficile est un agent pathogene connu pour induire une importante réponse
inflammatoire pouvant aboutir a des lésions sévéres de la muqueuse intestinale. Les toxines
TcdA et TcdB, produites par la bactérie durant I'infection, ont été largement considérées comme
les principaux facteurs de virulence responsables de ces lésions. Néanmoins, d’autres facteurs
de la bactérie ont été décrits ces dernieres années comme ayant un role dans la pathogénicite,
suggerant gque les toxines a elles seules ne sont pas suffisantes pour expliquer les Iésions de la
mugqueuse développées durant I’infection [376]. Les flagelles des bactéries pathogenes sont
impliqués dans la réponse inflammatoire de I'hdte, qui est responsable de la clairance
bactérienne mais également des lésions tissulaires. La premiére preuve mettant en évidence le
réle de la flagelline (composant structural majeur des flagelles) de C. difficile dans I’activation
du récepteur de I’immunité innée TLR5 a été rapportée par Yoshino et al. (2013), qui ont
montré, dans des modeles de cellules épithéliales intestinales HT29 et Caco-2, que la flagelline
native, extraite d’une souche clinique de C. difficile, activait les voies de signalisation pro-
inflammatoires de NF-kB et de la MAPK p38 [219]. De méme, des travaux réalisés au sein de
notre laboratoire ont montré, dans deux modeles cellulaires Caco-2 et MDCK exprimant le
TLR5 humain, que la flagelline de C. difficile pouvait non seulement induire les voies de NF-
kB et de p38, mais également celles des MAPKs ERK1/2 et JNK, ainsi que la production de
cytokines pro-inflammatoires 11-8, TNFa, IL-6, MCP-1 entre autres, avec un rdle prédominant
de la voie centrale de NF-xB [291,398]. Cela a été confirmé in vivo dans un modéle murin
d’ICD, par I’absence de manifestations cliniques chez les souris infectées par une souche
mutante dépourvue de FliC, ainsi que chez des souris n’exprimant pas le TLR5 (KO tlr57) et
infectées par la souche sauvage flagellée R20291, suggérant ainsi le r6le essentiel des flagelles
de C. difficile par le biais de son interaction avec TLRS, dans I’induction et I’amplification de
la réponse inflammatoire intestinale [291,398]. Les auteurs de ces études émettent 1’hypothése
selon laquelle les toxines TcdA et TcdB, exercant leur effet cytotoxique sur les cellules
épithéliales intestinales, perturbent I’intégrité des jonctions serrées épithéliales, ce qui pourrait
faciliter l'accés des monomeéres de flagelline au récepteur TLR5 exprimé au pdle basolatéral
des cellules épithéliales intestinales [720].

Les flagellines des bactéries a Gram négatif pathogénes, telles que Legionella
pneumophila, Shigella flexneri, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella Typhimurium, sont
reconnues par les récepteurs de type NOD (NLR) caractérises par leur domaine central de

liaison et d'oligomérisation des nucléotides (NOD), un domaine de régulation C-terminal riche
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en leucine (LRR) et une partie N-terminale de structure variable, comme le domaine d'activation
et de recrutement des caspases (CARD) [721]. Le récepteur NLRC4 (connu également sous le
nom IPAF, CARD12 ou CLAN) de type NOD, identifié en 2001, s'oligomérise et forme des
complexes multiprotéiques, connus sous le nom d'inflammasomes, en réponse aux flagelles
bactériens et au systeme de sécrétion T3SS de Salmonella Typhimurium [538]. Les membres
de la famille NAIP (famille NLR, protéine inhibitrice de I'apoptose) ont ensuite été identifies
comme étant des senseurs de l'inflammasome NLRC4 [570,722,723]. NAIP reconnait la
protéine aiguille du systéeme de sécrétion de Type Il de S. Typhimurium et les sous-unités
« aiguille » homologues retrouvees chez Chromobacterium violaceum, S. flexneri, P.
aeruginosa, Burkholderia thailandensis, et E. coli entérohémorragique [570,722,723]. NAIP se
lie au domaine DO de la flagelline, s'assemble avec NLRC4 pour former le complexe
multiprotéique appelé inflammasome, qui comprend la protéine adaptatrice ASC et la pro-
caspase-1, via une interaction CARD-CARD. L'inflammasome sert alors de plateforme pour
cliver la pro-caspase-1 en caspase-1 qui, a son tour, induit la maturation des cytokines pro-
inflammatoires IL-18, IL-33 et IL-1p, ainsi que de la Gasdermin D, pour la formation des pores
dans la membrane plasmique conduisant a la pyroptose, ou mort inflammatoire programmée
[570,722,723].

Les flagellines extracellulaires peuvent étre internalisées par les cellules épithéliales. En
effet, il a été montré que les flagellines des souches de S. Typhimurium et de E. coli sont
internalisées par les cellules humaines polarisées Caco-2BBe et T-84, dans un mécanisme
dépendant de TLR5, et co-localisent avec les compartiments endosomaux et lysosomaux [724].
De plus, dans les cellules végétales, il a été décrit qu'un fragment de flagelline bactérienne
nomme FIg22 se lie au récepteur Flagellin Sensitive 2 (FLS2) et, apres internalisation par un
mécanisme d’endocytose, induit des réponses immunitaires locales et systémiques [725,726].
Dans ce travail de recherche, nous avons démontré pour la premiére fois, par microscopie
confocale, que la flagelline d’un agent pathogene extracellulaire a Gram positif peut également
étre internalisée dans les cellules épithéliales intestinales Caco-2/TC7, phénomene qui peut se
produire au cours de I’infection intestinale par C. difficile. En effet, apres colonisation de la
surface épithéliale, les monomeres de flagelline libérés a proximité des cellules épithéliales
peuvent atteindre la surface épithéliale et étre ensuite internalisés et détectés par les molecules
senseur des inflammasomes NAIP/NLRP4, ligands spécifiques des flagellines et des peptides
de I’appareil de sécrétion de type Il bactériens. Cependant, dans notre étude, nous n’avons pas

exploré la voie d’internalisation empruntée par la flagelline F1iC de C. difficile dans les cellules
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épithéliales Caco-2/TC7. Il est possible que FliC soit endocytée par la voie d’endocytose
utilisée par le TLR5, exprimé méme faiblement au p6le apical des cellules épithéliales, comme
c’est le cas des flagellines de Salmonella et d’E. coli O83:H1 [724]. Des études
complémentaires sont nécessaires pour élucider le role du récepteur TLRS dans 1’internalisation
de FIiC et mieux caractériser les mecanismes d'internalisation de FliC et son devenir a I'intérieur

des cellules épithéliales intestinales [727,728].

Le fait que FIliC partage dans sa région C-terminale les acides aminés essentiels a
I’interaction avec NLRC4 rendait I'activation de I'inflammasome NLRC4 par FliC preévisible.
Les résultats de notre étude montrent en effet que FIiC induit la phosphorylation du résidu
Ser533 de NLRC4, modification post-traductionnelle nécessaire a [’activation de
I’inflammasome NLRC4 précédemment décrite pour les flagellines de bactéries pathogénes
intracellulaires. De maniere intéressante, une diminution significative de la phosphorylation de
NLRC4 a été observée avec la protéine recombinante FliCazss-200, tronquée dépourvue des
acides aminés impliqués dans ’interaction avec 1’inflammasome, par rapport au niveau de
phosphorylation obtenu par FIiC, suggérant que FIliC peut interagir par sa région C-terminale
directement avec le domaine LRR de NLRC4, contribuant ainsi a sa phosphorylation [534,535].
L’activation et la conséquente oligomérisation de NLRC4 peuvent suffire a la formation de
I’inflammasome. Néanmoins, NAIP, ligand également des flagellines par son domaine LRR,
pourrait s’associer a I’inflammasome NLRP4 pour constituer la plateforme de signalisation de
I’inflammasome, comme cela a été montré pour des isomeéres murins de NAIP [519,528,729].
Le r6le de NAIP humain dans la formation de I’inflammasome NLRP4 induit par la flagelline

de C. difficile reste & démontrer.

FliC, ayant emprunté la voie de I’endocytose via le TLRS, aurait pu étre dégradée
comme les flagellines de bactéries commensales qui ne provoquent pas une réponse
immunitaire a grande échelle et sans restriction et ainsi ne pas stimuler les voies des
inflammasomes, ce qui entrainerait le maintien de I'homéostasie intestinale. Cependant, les
bactéries pathogenes de I'intestin ont développé des mecanismes évolués (par exemple, systeme
de sécrétion de type Ill, exotoxines, endotoxines, utilisation de protéines de 1’hdte comme
récepteurs, protéines effectrices bactériennes qui manipulent la cellule héte) qui leur permettent
de contourner les défenses de I'hGte, de se deplacer a travers la couche de mucus et d’accéder

aux cellules épithéliales intestinales.
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La formation des inflammasomes NLRC4 par interaction entre NLRC4 et la flagelline
de C. difficile a été analysée en utilisant la microscopie confocale. Alors qu’une
phosphorylation activatrice de NLRP4 a pu étre mise en évidence par immunoblot, nous
n’avons pas pu montrer de colocalisation de la protéine recombinante GFP-FIiC avec NLRP4,
les anticorps dirigés contre cette derniére protéine s’étant avérés inefficaces pour le marquage
de la protéine. En revanche, a 1’aide d’un anticorps dirigé contre la caspase-1, nous avons pu
mettre en évidence une colocalisation entre GFP-FIIiC et la caspase-1 dans le cytoplasme des
cellules Caco-2/TC7, suggérant la formation du complexe moléculaire de I'inflammasome
NLRC4 avec FIliC. La détection de l'activation de la pro-caspase-1 par clivage en sous-unités
p10 et p20 [730], ainsi que I’augmentation des concentrations d'IL-18 dans le surnageant des
cellules Caco-2/TC7 suite a l'internalisation de FIiC confirme ce résultat, et va dans le sens du

réle de la caspase-1 dans la maturation de la pro-1L-18.

L’interaction des flagellines bactériennes avec l'inflammasome NLRC4 sert de
plateforme pour le clivage en N-terminal de la GSDMD par la caspase-1, pour former des pores
dans la membrane cellulaire, conduisant a la pyroptose [570,723,731] . Une étude structurale a
montré que le pore de GSDMD est formé par 27 ou 28 monomeres de gasdermine, créant un
canal de 180 A de diamétre interne et permettant le transport de cytokines et de nombreux ions
[732]. Nos résultats confirment que la flagelline de C. difficile reconnue par NLRC4 contribue
a la formation de I'inflammasome NLRC4 avec I’interaction avec la pro-caspase-1, laquelle
subit un clivage en deux sous-unités p20 et p10, pour ensuite activer la GSDMD. De plus, nous
avons démontré qu’a la suite de l'internalisation de FIiC une diminution du taux de la forme
entiere de GSDMD est observée, suggérant son clivage et donc son réle dans la pyroptose.
Malheureusement, nous n’avons pas réussi a visualiser par microscopie confocale la
localisation de la GSDMD activée et polymérisée au niveau de la membrane cellulaire a 1’aide
d’un anticorps dirigé spécifiquement contre la forme activée de la GSDMD. Cependant, comme
indiqué, la détection de 1’TL-18 dans le surnageant des cellules stimulées par FliC atteste du
phénomene de relargage de la forme active de cette cytokine vers le milieu extracellulaire,
meéme si une corrélation entre la cinétique de relargage de I’IL-18 et la mort cellulaire n’a pas
été déterminée. Des etudes supplémentaires seront nécessaires pour mieux comprendre la
cinétique de relargage des cytokines specifiques des inflammasomes et celle de la mort

cellulaire par pyroptose et ainsi mieux définir le réle de la GSDMD dans ces deux phénomeénes.

Des études in vitro utilisant des macrophages dérives de la moelle osseuse ont révelé

que l'inflammasome NLRC4 médiait la production d'IL-1 et d'TL-18 actifs en réponse a S.
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Typhimurium et L. pneumophila [533,549]. En corrélation avec ces données, nous avons
démontré une surexpression des géenes codant I’'TL-1, 1I’1L-18 et I’IL-33 lors de la stimulation
des cellules par FliC, contrairement aux cellules stimulées par FliCazss-200 tronquée, laquelle
s’est avérée €galement incapable de stimuler I’inflammasome NLRC4 (Figure 4 de I’article
publié). Bien que FliC induise également une surexpression du géne de I’IL-1p, sa cinétique
d’expression est trés précoce, comparée a celle des autres genes de cytokines. Cette
augmentation précoce aurait pu étre attribuée a I’induction de la voie de signalisation TLR5.
Cependant, dans notre modele de cellules Caco-2/TC7, FliCazgs-290 tronquée, qui conserve le
domaine d’activation du TLR5 (et dont I’activit¢ d’induction d’IL-8 a été confirmée au
laboratoire), n’a pas induit la surexpression du géne de I’IL-1pB, ni ceux des autres cytokines de
I’inflammasome comme indiqué plus haut, suggérant que l’induction de ces génes est
directement associée a I’activité de I’inflammasome de maniere indépendante du priming induit
par I’activation de TLRS. Néanmoins, dans le contexte de I’infection de la muqueuse, la réponse
cellulaire face aux agressions doit étre rapide pour permettre la synthése de précurseurs pro-
inflammatoires faiblement présents de maniére constitutive. C’est ainsi que le role de NF-xB
dans la régulation de la transcription des genes clés semble essentiel a la régulation de cette
réponse aux agressions par des pathogénes. En effet, la régulation transcriptionnelle affecte les
effecteurs de l'inflammasome et a un impact majeur sur ces voies de signalisation
[529,684,686,733]. L'un des aspects clés de cette régulation de la transcription est la régulation
de l'accés de I’enzyme Pol Il et des facteurs de transcription a I'ADN, dont NF-xB [734]. De
nombreuses protéines CARD, comme NOD1, NOD2 et ASC, participent aux voies de
signalisation NF-kB associées aux réponses immunitaires pour 1’induction de la transcription
des pro-interleukines [675,735,736]. Ainsi, par exemple dans les monocytes humains,
I'expression de la pro-caspase-11 montre une forte régulation a la hausse en présence de LPS
ou d'IFN-y, ce qui favorise le recrutement de NF-xB [737,738], et I'expression de la pro-
caspase-1 est régulée par IRF2 [690]. Dans ce contexte, I'expression de I'IL-18 dans les
monocytes humains est inductible par la stimulation du LPS d'une maniere dépendante de
JAK/STAT. La transcription de I'lL-1p induite par le LPS résulte donc de la coopération intime
de NF-kB, dépendant du signal, avec les facteurs de transcription pionniers C/EBP et PU.1
[737,738]. Au cours de notre étude, nous avons cherché a éelucider le réle de NF-xB dans la
voie de signalisation de I’inflammasome induite par FliC, et nous avons pu observer I’impact
majeur de la régulation par NF-xB des genes CASP1 ainsi que des génes des cytokines 7115,
IL18 et IL33 liés a [linflammasome. En effet, l'inhibition chimique de NF-xB a
considérablement reduit la surexpression de ces genes a la suite de la stimulation par FIiC,
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suggerant un réle majeur de NF-xB dans I'expression transcriptionnelle des produits de
Iinflammasome. De cette fagon, comme décrit pour l'inflammasome NLRP3, NF-xB
préparerait le pool de pro-caspase-1 et des précurseurs de cytokines liées a I'inflammasome, qui
ne sont pas exprimées de fagon constitutive ou exprimées faiblement dans les cellules
quiescentes. Il serait intéressant de déterminer si I'inflammasome NLRP4 induit par FIiC est
soumis de maniere similaire a la synergie des signaux d'amorcage observés pour NLRP3. Dans
le contexte de notre étude, FliCazgs-200 tronquée, alors qu’elle conserve son activité de ligand de
TLRS, n’a pas induit I’expression de ces génes, suggérant que 1’implication de NF-kB peut
avoir lieu par I’activation directe de I’inflammasome et non pas par un « priming » provoque
par I’activation de TLRS5. La protéine adaptatrice ASC, connue pour son role dans I'activation
de NF-kB et de I'apoptose via I’activation des inflammasomes NLRC4 par le biais de la caspase-
8, pourrait favoriser I’expression des geénes des cytokines pro-inflammatoires [648,675]. En
effet, I'oligomérisation d’ASC induit I'apoptose a la suite de 1’activation, a la fois des caspases
et de NF-kB. Ainsi, I’activation de TLR5 par FliC ne serait peut-étre pas nécessaire ou
essentielle pour préparer le pool de pro-caspase 1 et de précurseurs des cytokines pro-
inflammatoires liés a I’inflammasome NLRC4. D'autres études sont nécessaires pour mieux
caractériser les effecteurs specifiques de I’inflammasome induit par FliC, et notamment pour
¢lucider le rdle de 1’adaptateur ASC ou d’autres molécules dans ’activation directe de la voie
de signalisation de NF-kB nécessaire a la mise en place d’une réponse rapide de la cellule a la

suite de la stimulation par la flagelline FIiC de C. difficile.
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Conclusion et perspectives

Notre étude met en évidence un nouveau role de la flagelline de C. difficile dans
I'inflammation, en activant non seulement la voie de signalisation TLR5 [291,398], mais
également celle de I’inflammasome NLRC4, aprés son internalisation dans un modele de
cellules épithéliales intestinales. Nos résultats renforcent le réle des flagelles de C. difficile en
synergie avec les toxines dans le processus inflammatoire responsable des lésions de la
muqueuse intestinale. Au contact des cellules épithéliales, les monomeéres de flagelline de C.
difficile internalisés stimuleraient la voie de I'inflammasome, échappant ainsi a la tolérance du

systeme immunitaire de I'hdte aux flagellines bactériennes présentes dans la lumiére intestinale.

L’ensemble des données collectées au cours de nos recherches nous permettent de
proposer un modele sur le r6le conjoint des toxines et des flagelles de C. difficile dans la réponse
immunitaire inflammatoire de 1’héte au cours des ICDs (Figure 17). Selon ce modele, apres
I’action des toxines sur le cytosquelette provoquant des perturbations des jonctions serrées et
altérant la perméabilité épithéliale, les monomeres de flagelline, relargués a proximite,
atteindraient le récepteur de surface TLR5 qui reconnait la flagelline avec deux conséquences
possibles : 1) I’activation directe de la voie de signalisation de la réponse innée, aboutissant a
la synthése de cytokines pro-inflammatoires 11-6, IL-8, TNFa, responsables de la migration de
polynucléaires et de monocytes/macrophages vers la mugueuse ; 2) I’internalisation de la
flagelline par la voie endocytaire, avec la reconnaissance de la flagelline par le
récepteur/senseur intracellulaire NLRC4 et la conséquente activation des inflammasomes,
conduisant a la pyroptose cellulaire et la libération de cytokines pro-inflammatoires I1L-1p, IL-
18 et 11-33.
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Figure 21. Modéle d’action synergique des toxines TcdA et TcdB et des flagelles de C. difficile. (1) Les toxines
TcdA et TcdB exercent leur effet cytotoxique sur les cellules épithéliales perturbant I’intégrité des jonctions serrées
épithéliales. (2) Les monomeéres de flagelline (FIiC) peuvent alors atteindre les récepteurs TLR5 (3) exposés a la
surface cellulaire, lesquels (4) vont activer des voies de signalisation NF-kB et MAPKs, (5) aboutissant a la
synthése de cytokines pro-inflammatoires (IL-8 et IL-6) et (6) au recrutement de polynucléaires neutrophiles
(PNN) dans la muqueuse. (7) FIiC peut étre internalisée a I’intérieur des cellules intestinales épithéliales
(mécanisme inconnu), soit (7a) par endocytose, soit (7b) via le récepteur TLR5. (8) Elle interagit avec
NLRC4/NAIP, conduisant a la phosphorylation de NLRC4 (p-NLRC4) et (9) a ’activation de ’adaptateur ASC.
La voie de signalisation de NF- kB est activée, soit suite a (10) une interaction de TLRS avec FIiC, soit (11) via
ASC. (12) Cette activation conduit a la préparation du pool des génes de la pro-caspase-1 et des cytokines
spéecifiques des inflammasomes (11-18, 11-33 et 11-1p). (13) NAIP/p-NLRC4, reconnus par FliC, s’assemblent avec
ASC et la pro-caspase-1 pour former I’inflammasome NLRC4. (14) Ce complexe multimoléculaire conduit a
I’activation de la caspase-1, qui a son tour clive la GSDMD en N-terminal (15), contribuant & la formation des
pores membranaires et a la pyroptose cellulaire (17). De plus, la caspase-1 activent (16) les pro-cytokines
inflammatoires IL-18, 1L-33 et IL-1p (18) qui sont libérées vers I’extérieur des cellules au travers des pores formés
(19), contribuant au processus inflammatoire de la muqueuse (20). D’aprés Batah et al., Chebly et al.

Jusqu’a récemment, il était admis que seules les toxines TcdA et TcdB étaient
responsables de la pathogénie de la bactérie et des Iésions de la muqueuse intestinale observées
au cours des infections a C. difficile. Cependant, I’ensemble de travaux récents, y compris celui-
ci, montre que, méme si la production des toxines est essentielle au développement de la
maladie (les souches non toxinogénes semblent incapables d’induire des ICD), d’autres facteurs
de la surface de la bactérie (couche S, peptidoglycane, flagelles) contribuent a la dérégulation
de la réponse innée par le biais notamment de la stimulation des TLRs exposés a la surface

épithéliale. La démonstration de 1’activation par les flagelles de C. difficile de deux PRR
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différents de I’hote, le TLRS et I’inflammasome NLRC4, constitue 1’un des aspects les plus
originaux de notre travail et apporte de nouveaux éléments a la compréhension de la
physiopathologie de I’'ICD. Ainsi, le systeme immunitaire élaboré et complexe de I’hote permet
de détecter les envahisseurs dangereux, et leurs produits, le plus tét possible afin de commencer
la lutte contre ces facteurs nocifs, avant qu'ils n'accédent a la lamina propria. En échappant au
phénomeéne de tolérance et d’homéostasie de la muqueuse, la flagelline amplifie la réponse
innée de 1’hote, laquelle dépasserait la fonction principale de clairance du pathogene et
d’homéostasie, provoquant ainsi des effets déléteres au niveau de la muqueuse intestinale a

I’origine d’une grande partie des manifestations cliniques observées lors des ICDs.

Ces travaux de recherche ont mis en évidence I’activation d’une voie pro-inflammatoire
importante, celle de I’inflammasome NLRC4, dans le cadre de I’infection a C. difficile, avec
I’identification de certains des effecteurs impliqués. Cependant, des études plus précises sur
I’ensemble des effecteurs de cette voie de signalisation, tant in vitro qu’in vivo, permettront
d’acquérir une meilleure connaissance du role de ces effecteurs et de leurs mécanismes précis
de régulation dans le contexte de I'ICD. Ces études contribueront a I’identification des
nouvelles cibles thérapeutiques chez I’hote, afin de tenter de contrdler plus spécifiquement les

voies de signalisation impliquées dans 1’inflammation et les Iésions tissulaires qui en résultent.

Enfin, ces données renforcent le fait que les flagellines bactériennes pourraient
constituer un immunogene efficace pour I’induction d’une réponse immunitaire protectrice
contre des pathogénes intestinaux. En ce qui concerne I’ICD, ces données ouvrent la voie a
d’autres approches thérapeutiques ciblées et vaccinales, en complément des approches utilisant
les toxines TcdA ou TcdB comme seuls immunogenes et dont I’efficacité en termes de

protection s’est révélée jusqu’a présent incomplete.
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Résumé : Clostrioides difficile (C. difficile) est une
cause majeure de diarrhée et de colites
nosocomiales. Les infections a C difficile (ICD)
induisent une inflammation intestinale importante
avec un taux de mortalité élevé. Les flagelles de C
difficile; pourraient jouer un réle dans la pathogenese
en contribuant a la réponse inflammatoire de I'hote
et aux lésions de la muqueuse. En effet, la flagelline
FIiC de C difficile interagit avec le récepteur de la
réponse immunitaire innée TLR5 pour activer les
voies de signalisation pro-inflammatoires de NF-kB
et des MAPKs. Les flagelles des agents pathogenes
intracellulaires  peuvent activer la voie de
I'inflammasome de la protéine 4 contenant le
domaine CARD de la famille NLR (NLRC4). Notre
objectif était d'étudier le role potentiel des flagelles
de C. difficile sur l'activation de l'inflammasome
NLRC4 /n vitro. Nous avons montré que FliC de

C. difficile, bactérie extracellulaire, est internalisée
dans les cellules épithéliales et active I'inflammasome
NLRC4. La microscopie confocale a montré
I'internalisation de la GFP-FIiC recombinante dans la
lignée cellulaire intestinale et sa colocalisation avec
NLRC4 et la pro-caspase-1. De plus, FliC active
I'inflammasome caspase-1/NLRC4 et induit le clivage
de la pro-caspase-1 en deux sous-unités, p20 et p10,
l'activation de la gasdermine D (GSDMD), une
surexpression des génes pro-inflammatoires liées a
I'inflammasome (interleukine (IL)-1p, IL-18 et IL-33), et
la synthése de I'IL-18. En outre, nous avons démontré
un réle d'I-kappa-B kinase alpha (IKK-a) sur
I'expression des geénes d'interleukines liés a
l'inflammasome dépendant de FliC. Ces résultats
mettent en évidence le rdle des flagelles de C difficile
dans linduction d'une réponse inflammatoire
intestinale, via la voie de I'inflammasome NLRC4.

Title: Role of flagella in the inflammatory response during Clostridioides difficile infection.
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Abstract : Clostrioides difficile (C. difficile) is a major
cause of nosocomial diarrhea and colitis. C. difficile
infections  (CDI) induce significant intestinal
inflammation with a high mortality rate. C difficile
flagella may play a role in pathogenesis by
contributing to the host inflammatory response and
mucosal damage. Indeed, the C. difficile flagellin FliC
interacts with the innate immune response receptor
TLR5 to activate pro-inflammatory NF-kB and MAPKs
signaling pathways. Flagella from intracellular
pathogens can activate the NLR family CARD domain-
containing protein 4 (NLRC4) inflammasome pathway.
Our objective was to investigate the potential role of
C difficile flagella on NLRC4 inflammasome activation
in vitro. We showed that FliC of C difficile an
extracellular bacterium, is internalized in epithelial

cells and activates the NLRC4 inflammasome. Confocal
microscopy showed the internalization of recombinant
GFP-FIiIC into the intestinal cell line and its
colocalization with NLRC4 and pro-caspase-1.
Furthermore, FliC activates the caspase-1/NLRC4
inflammasome and induces cleavage of pro-caspase-
1 into two subunits, p20 and p10, activation of
gasdermin D (GSDMD), overexpression of
inflammasome-related  pro-inflammatory  genes
(interleukin (IL)-1B, IL-18, and IL-33), and IL-18
synthesis. In addition, we demonstrated a role for I-
kappa-B kinase alpha (IKK-a) on FliC-dependent
inflammasome-related interleukin gene expression.
These results highlight the role of C difficile flagella in
inducing an intestinal inflammatory response via the
NLRC4 inflammasome pathway.
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