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Résumé 

 

La maladie de Crohn (MC) est une maladie inflammatoire chronique de 

l’intestin qui peut s’expliquer par une dysbiose et une dérégulation de la réponse 

immune chez des individus génétiquement susceptibles. Des observations 

expérimentales et cliniques suggèrent le rôle prépondérant de certains 

microorganismes du microbiote intestinal comme agents pouvant contribuer au 

déclenchement ou au maintien de l’inflammation associée à la MC. Parmi ces 

derniers, nous retrouvons les levures commensales du genre Candida dont la 

colonisation digestive est accrue chez les patients atteints de MC. Dans ce contexte, 

notre équipe étudie le rôle des composants pariétaux fongiques dans la régulation de 

l’inflammation intestinale. Dans le cas de Candida glabrata (C. glabrata), ces études 

montrent que la chitine fongique est capable d’atténuer l’inflammation tout en 

réduisant la prolifération fongique dans un modèle murin de colite chimio-induite. 

Dans ce même modèle, nous avons montré que la biodiversité bactérienne 

intestinale se réduit au fur et à mesure du développement de la colite et que cette 

diminution est corrélée à une augmentation de la prolifération de C. glabrata. De 

plus, l’ajout de la chitine a pour conséquence de modifier le microbiote intestinal en 

faveur des bactéries anaérobies : Bacteroides thetaiotaomicron et Lactobacillus 

johnsonii. Par la suite et dans ce même modèle, l’administration orale de ces deux 

bactéries anaérobies a permis de révéler que celles-ci participent au même titre que 

la chitine à l’atténuation de l’inflammation intestinale et à la réduction des populations 

pathobiontes. 

Toutefois, les mécanismes qui régissent l’interaction Candida-bactéries 

anaérobies ainsi que les déterminants moléculaires mis en jeu restent à caractériser. 

La première partie de ce projet a été d’étudier les métabolites impliqués dans 

l’interaction bactéries anaérobies- cellules épithéliales intestinales coliques de souris. 

Nos études montrent que l’acide oléique (OA), seul ou combiné avec l’acide 

palmitique (PA), présente des propriétés anti-inflammatoires notables en réduisant 

l’expression de plusieurs marqueurs inflammatoires exprimés par les cellules Caco-2 

exposées au DSS (Dextran sulfate de sodium). Nos investigations ont également 

démontré que l’activité de l’OA sur les macrophages induirait une augmentation de 

l’expression de l’IL-10 et une diminution de divers marqueurs pro-inflammatoires, 
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probablement en lien avec la reconnaissance de l’OA par les récepteurs FFARs et 

AhR. Ces AG présentent aussi des propriétés inhibitrices sur la formation du biofilm, 

l’adhérence et la viabilité fongique. L’ensemble de ces propriétés a été confirmé dans 

un modèle murin de colite DSS-induite où l’administration orale de ces deux AG 

atténue les paramètres inflammatoires tout en réduisant la prolifération de C. 

glabrata ainsi que les populations bactériennes pathobiontes. 

Dans la seconde partie de ce projet, nos investigations confirment les 

propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices de la chitine administrée de 

manière curative (par voie intra-péritonéale) à des souris avec colite DSS-induite. Ce 

traitement induit une diminution des paramètres inflammatoires (scores clinique et 

histologique), de l’expression des cytokines et médiateurs pro-inflammatoires 

conduisant à une diminution des charges fongique et bactérienne aérobie fécales. 

Les souris, prétraitées avec de la chitine (administrée par voie sous-

cutanée) préalablement à leur exposition au DSS, sont protégées contre la 

colonisation digestive par C. glabrata. Bien qu’il s’agisse d’un résultat déterminant, 

les mécanismes qui régissent la clairance fongique associés à ce traitement restent 

encore à explorer. Nos données montrent aussi que ce traitement préventif permet 

d’induire des anticorps dirigés contre la chitine. Cependant et contrairement au 

traitement curatif, ce traitement ne permet pas de réduire l’inflammation intestinale. 

 

Mots clés :  Candida glabrata – Inflammation – Microbiote intestinal 
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Abstract 

 

Crohn’s disease (CD) is a chronic inflammatory disease of the intestine 

caused by dysbiosis and dysregulation of the immune response in genetically-

susceptible individuals. Experimental and clinical studies suggest that certain 

microorganisms in the intestinal microbiota play a major role in the triggering or 

maintenance of inflammation associated with CD. These microorganisms include 

commensal yeasts of the genus Candida, which increase significantly in the digestive 

tract of patients with CD. In this context, our group studied the role of fungal cell wall 

components in the regulation of intestinal inflammation. In the case of Candida 

glabrata, these studies showed that fungal chitin is capable of attenuating 

inflammation while reducing fungal proliferation in a murine model of chemically-

induced colitis.  In this same model, we also showed that the intestinal bacterial 

biodiversity decreases gradually as colitis develops and that this decrease is 

correlated with an increase in proliferation of C. glabrata. In addition, the addition of 

chitin modifies the intestinal microbiota in favour of the anaerobic bacteria 

Bacteroides thetaiotaomicron and Lactobacillus johnsonii. As a result, and in this 

same model, oral administration of these two anaerobic bacteria revealed that they 

participate in the same way as chitin in the attenuation of intestinal inflammation and 

the reduction of disease-causing populations. 

However, the mechanisms that regulate the interaction between Candida and 

anaerobic bacteria, as well as the molecular determinants brought into play, remain 

to be characterised. The first part of our work studied the metabolites involved in the 

interaction between anaerobic bacteria and colonic epithelial cells of mice. These 

studies showed that oleic acid (OA), alone or combined with palmitic acid (PA), had 

notable anti-inflammatory properties by reducing the expression of several 

inflammatory markers expressed by Caco-2 cells exposed to DSS (dextran-sulphate 

sodium). Our investigations also demonstrated that the action of OA on macrophages 

induced an increase in expression of IL-10 and a decrease in diverse pro-

inflammatory markers, probably linked to the recognition of OA by the receptors 

FFARs and AhR. These fatty acids also had inhibitory properties on biofilm formation, 

adherence and fungal viability. All of these properties were confirmed in a murine 

model of DSS-induced colitis where the oral administration of these two fatty acids 
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attenuated inflammation by reducing the proliferation of C. glabrata and disease-

causing bacterial populations. 

In the second part of this project, our investigations confirmed the anti-

inflammatory and immunomodulating properties of chitin administered curatively (by 

intra-peritoneal administration) to mice with DSS-induced colitis. This treatment 

induced a decrease in inflammatory parameters (clinical and histological scores) and 

the expression of cytokines and pro-inflammatory mediators, leading to a decrease in 

the fungal and aerobic bacterial load in the faeces. Mice, pretreated with chitin 

(administered subcutaneously) prior to their exposure to DSS, were protected against 

digestive colonisation by C. glabrata. Although this is a significant result, the 

mechanisms that lead to fungal clearance associated with this treatment are 

unknown. Our data show that this preventive treatment induces antibodies directed 

against chitin. However, and contrary to curative treatment, this treatment does not 

reduce intestinal inflammation.  

 

Key words : Candida glabrata - Inflammation - Intestinal microbiota 
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  Introduction 

 

Partie 1 : Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 

 

1. Généralités 

 

Les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) sont des maladies 

avec un désordre chronique dû à une dérégulation de la réponse immune aux 

composants du microbiote intestinal, chez des individus génétiquement 

susceptibles1–5. Parmi ces maladies, la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite 

hémorragique (RCH) sont deux formes de MICI qui se caractérisent toutes les deux 

par une inflammation de la paroi du tube digestif et sont le plus souvent 

diagnostiquées chez des sujets jeunes, âgés de 20 à 30 ans6–8. Néanmoins, la RCH 

et la MC diffèrent en termes de physiopathologie et de localisation des lésions 

tissulaires au sein du tractus digestif ainsi qu’en termes de complications, de gestion 

et d’évolution de la maladie5. 

 

Dans le cas de la RCH, l’inflammation est localisée uniquement au niveau du 

rectum et peut s’étendre au côlon avec des lésions continues et une inflammation 

superficielle limitée à la muqueuse, entraînant des érosions, des ulcères et des 

diarrhées sanglantes5. 

 

En ce qui concerne la MC, elle fut découverte en 1932 par un médecin 

américain, Burill B. Crohn, qui décrivit 14 cas d’affection localisée au niveau terminal 

de l’iléon9. Cette maladie se caractérise par une activation exacerbée du système 

immunitaire comprenant des phases de poussée et des phases de rémission causant 

une inflammation chronique, récurrente ainsi que des lésions tissulaires. Celles-ci 

peuvent être localisées sur l’ensemble du tractus digestif au niveau de divers 

segments, allant de la bouche jusqu’à l’anus. Néanmoins, les segments préférentiels 

des lésions se limitent au niveau de l’iléon terminal, du côlon et de l’anus. Ces 

lésions sont discontinues sur toute l’épaisseur de la paroi intestinale dont notamment 

des lésions précoces nommées « ulcération aphtoïde », causées par la nécrose des 
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cellules M au niveau des plaques de Peyer, qui par la suite provoquent des 

ulcérations superficielles ou profondes amenant à la formation d’abcès et de 

fistules5,6. 

 

 Les crises sont sévères chez 15 à 20 % des patients atteints de MICI et 

peuvent imposer une hospitalisation, un arrêt de l’alimentation et un traitement sous 

perfusion pendant plusieurs jours avec un fort impact sur la vie personnelle et 

professionnelle. Ces maladies peuvent aussi être à l’origine de cancer colorectal 

(CCR), notamment en présence de lésions coliques. En effet, les facteurs 

inflammatoires qui en découlent comme les espèces réactives de l’oxygène (ROS ; 

reactive oxygen species), les cytokines pro-inflammatoires et les chimiokines 

contribuent à la croissance et à la propagation des cellules tumorales10,11.  

 

Dans le cadre de notre étude, nous nous sommes principalement intéressés à 

la MC en raison de plusieurs observations expérimentales et cliniques qui ont permis 

de suggérer que Candida albicans (C. albicans) agirait comme agent pouvant 

contribuer au déclenchement et/ou au maintien de l’inflammation intestinale associée 

à la MC. En effet, notre équipe a pu mettre en évidence i) qu’un taux anormalement 

élevé d’anticorps anti-levures est retrouvé chez les patients atteints de la MC ; ii) que 

ce taux d’anticorps est corrélé avec la sévérité de la maladie ; iii) et qu’une 

colonisation digestive accrue par Candida spp. est retrouvée chez des patients 

atteints de la MC ainsi que chez leurs parents sains du premier degré12–14. Or, il faut 

souligner que les espèces du genre Candida interagissent avec les cellules de l’hôte 

par l’intermédiaire de leur paroi. Une structure dynamique, stratifiée et complexe 

composée essentiellement de polysaccharides compacts et fibrillaires associés à des 

protéines et des lipides12. Dans ce contexte, nous avons exploré le rôle de la chitine 

issue de cette paroi dans un modèle murin de colite chimio-induite par DSS en 

présence de C. glabrata. Au cours de cette étude expérimentale, les souris sous 

traitement ont conservé une biodiversité du microbiote intestinal cultivable proche de 

celle retrouvée chez les souris contrôles (sans inflammation) notamment pour 

Bacteroides thetaiotaomicron (B. thetaiotaomicron) et Lactobacillus johnsonii (L. 

johnsonii)15. Il s’agit de bactéries possédant une activité bénéfique lors des colites 

ulcératives mais également protectrice vis-à-vis de la colonisation par Candida16–18. 



Page 24 sur 259 
 

Pour aller plus loin, nous avons démontré que ces deux bactéries sont également 

capables d’interagir directement avec Candida en induisant notamment une 

dégradation de la paroi fongique via des activités de type chitinase ou mannosidase 

favorisant l’inhibition de la croissance fongique. Nos données ont aussi montré que 

l’administration de ces bactéries par voie orale dans un modèle murin de colite 

chimio-induite atténue le développement de l’inflammation intestinale et réduit la 

prolifération des populations d'Escherichia coli (E. coli), d'Enterococcus faecalis (E. 

faecalis) et de C. glabrata19. Il faut aussi souligner que des études ont démontré que 

ces bactéries sont également capables d’inhiber la formation du biofilm de C. 

albicans grâce à des médiateurs moléculaires20,21. Néanmoins, malgré la mise en 

évidence d’interactions entre les espèces du genre Candida et les espèces 

bactériennes du microbiote intestinal, de nombreux déterminants moléculaires 

régissant ces interactions restent encore à caractériser. Par ailleurs, les propriétés 

biologiques exercées par la chitine, les mécanismes d’action et les interactions 

mettant en jeu l’immunité restent également mal définis. L’objectif de cette thèse est 

d’explorer l’interaction Candida-hôte d’une part et d’étudier l’implication du microbiote 

intestinal et de ses métabolites sur l’inflammation intestinale, d’autre part.  

 

2. Épidémiologie  

 

La prévalence des MICI s’est fortement accentuée au cours du dernier siècle 

notamment dans les pays occidentaux industrialisés, tels que les États-Unis et les 

pays d’Europe de l’ouest, où elle s‘est multipliée par trois depuis les années 197022. 

De nos jours, la répartition des maladies est discontinue dans le monde et ce sont les 

pays industrialisés qui sont le plus affectés par les MICI avec 1,5 millions de 

personnes aux USA, 2,5 millions en Europe et 75000 en Australie23. En termes 

d’incidence annuelle, les MICI touchent de 0,25 à 13,3/100 000 personnes en 

Amérique du Nord et en Europe. En Europe, l’incidence de la MC est caractérisée 

par un gradient Nord-Sud avec 80 % des cas suivis dans les hôpitaux du nord de ce 

continent. Ces maladies surviennent à n'importe quel âge mais affectent le plus 

souvent les adultes jeunes (de 20 à 30 ans)1,2,7,24,25. Cette incidence est également 

en augmentation pour les pays adoptant le mode de vie occidental8,26,27. De 

nombreuses études ne montrent pas de différence d’incidence entre les sexes pour 
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les pays occidentaux à l’inverse des pays asiatiques où l’incidence de la MC est plus 

élevée chez l’homme8,28–31. De plus, une étude a également mis en avant que les 

immigrés ou leur progéniture provenant de pays à faible risque de MICI et ayant 

migrés vers des pays à fort risque, acquièrent le même risque de développer la 

maladie que les personnes du pays de résidence1,2,26,32. 

 

En France, un registre INSERM dédié aux MICI dénommé registre des 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin du Nord-Ouest (EPIMAD) a vu le 

jour en 1988. Ce registre couvrant 6 millions d’habitants soit 9,3 % de la population 

française est l’un des plus importants en Europe33–35. L’intérêt de ce registre, créé il y 

a plus de 34 ans, est de : i) mieux connaître la fréquence de la maladie qui est en 

perpétuelle évolution surtout chez l’adolescent ; ii) mieux connaître l’hétérogénéité 

spatiale sur le territoire national pour isoler les zones épidémiques dites « clusters » 

afin de pouvoir monter des études permettant d’identifier les facteurs de risque 

environnementaux associés aux MICI (Source EPIMAD). Par ailleurs, même si les 

MICI peuvent se déclencher à n’importe quel moment de la vie, leurs phénotypes 

diffèrent selon l’âge. Bien que l’étiologie de ces maladies reste à ce jour inconnue, 

cette hétérogénéité semble suggérer qu’il s’agit de maladies multifactorielles avec 

une contribution de facteurs génétiques, immunologiques et environnementaux2,36. 

 

3. Symptomatologie, diagnostic, prise en charge thérapeutique 

 

  Les MICI évoluent sous la forme de poussées inflammatoires, entrecoupées 

de phases de rémission, de durée et de fréquence variables selon les patients. La 

maladie affecte principalement le tractus digestif avec des symptômes 

essentiellement au niveau intestinal. Elles se caractérisent souvent par des 

symptômes typiques tels que des douleurs abdominales et des diarrhées, parfois 

sanglantes et très fréquentes lors des phases de poussée ou encore par une atteinte 

de la région anale se traduisant par des fissures, des abcès ou des fistules. 

L’évolution de la maladie peut amener au rétrécissement du segment intestinal 

atteint, puis à une occlusion ou à un abcès conduisant à la formation d’une fistule. 

Ces divers symptômes ont pour conséquence d’altérer la qualité de vie des patients 

et peuvent être accompagnés par d’autres symptômes tels que la fatigue, la fièvre, 



Page 26 sur 259 
 

l’anorexie et parfois même des symptômes extra-intestinaux au niveau articulaire, 

hépatique, cutané et oculaire5,37. Par ailleurs, de par leur inflammation chronique au 

niveau intestinal, les MICI sont associées à un risque accru de développer un 

CCR10,38. 

 

 Ces maladies présentent des symptômes communs rendant difficile leur 

diagnostic différentiel. Leur diagnostic repose donc sur un panel d’arguments 

cliniques, radiologiques, endoscopiques, histologiques et biologiques39. Ainsi, lorsque 

des symptômes cliniques suggèrent un risque de MICI, un bilan biologique (non 

invasif) doit être réalisé afin de détecter des carences nutritionnelles, la présence de 

marqueurs spécifiques ou de doser des marqueurs inflammatoires sériques ou 

fécaux (voir la section : « Les marqueurs diagnostiques »). En cas de suspicion 

d’inflammation intestinale, un examen d’endoscopie digestive permet alors de 

rechercher la présence et la localisation des lésions tissulaires et de collecter 

quelques biopsies pour un examen histologique approfondi en vue d’une prise en 

charge thérapeutique différenciée selon que le patient présente une RCH ou une 

MC36,39. En dépit des localisations préférentielles de la RCH, il est parfois difficile de 

la différencier d’une MC extensive ayant un phénotype grélo-colique ou colique pur. 

De ce fait, dans environ 10 % des cas, la classification de ces formes reste 

incertaine. Ces formes sont dénommées les « colites indéterminées ». Il existe 

d’ailleurs un consensus international sur les modalités de classification des MICI, 

selon l’âge du patient lors du diagnostic, la localisation et le phénotype des lésions 

tissulaires (Figure 1). Ces patients bénéficient également d’un bilan d’extension à la 

recherche de manifestation extra-intestinale et des maladies auto-immunes 

associées39. 

 

Dans la grande majorité des cas, un contrôle de ces maladies pendant 

plusieurs années est assuré par des médicaments anti-inflammatoires dont le but est 

de prévenir l’apparition des phases de poussée, d’éviter les récidives et de prolonger 

les phases de rémission via la cicatrisation accrue des lésions. Ces traitements 

fondés essentiellement sur les dérivés 5-aminosalicylés permettent de gérer les 

phases de poussée au cours des RCH. Dans le cas de la MC, il n’existe aucun 

traitement étiologique, le traitement est avant tout symptomatique et anti-
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inflammatoire. L’objectif des traitements est de traiter les poussées et de favoriser 

une rémission clinique afin de prévenir les récidives. Ce traitement doit tenir compte 

du phénotype clinique de la maladie et de sa localisation. En ce qui concerne les 

poussées, on utilise en première intention les aminosalicylés et les corticostéroïdes 

(pendant une courte durée). En cas de corticorésistance et dans les formes graves, 

on peut avoir recours aux immunomodulateurs (azathioprine) ou à des biothérapies 

(comme par exemple l’infliximab ou remicabe pour l’anti-TNFα). En ce qui concerne 

les traitements préventifs des rechutes, on utilise préférentiellement les 

immunomodulateurs et les biothérapies pour favoriser une rémission clinique. 

Malheureusement, ces traitements peuvent s’avérer insuffisants en raison de 

phénomènes d’immunisation que certains patients développent contre ces molécules 

« chimériques ». Ainsi, dans certains cas de MC, le recours à la chirurgie est 

inévitable en raison de complications tissulaires ou de résistances à ces traitements 

innovants5,39–41.  
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Figure 1 : Schéma synthétique de la classification de Montréal fondée sur l’âge au diagnostic, 
la localisation et le phénotype clinique des lésions, figure adaptée d’aprés Baumgart DC & 
Sandborn WJ, 201239 et Silverberg MS et al., 200542. 
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4. Les marqueurs diagnostiques  

 

  La recherche de marqueurs sériques spécifiques et non invasifs représente 

un intérêt majeur pour le diagnostic différentiel des MICI et pour certains d’entre eux, 

un diagnostic précoce de la maladie permettant un suivi optimal des patients5. 

Plusieurs marqueurs ont été rapportés pour évaluer l’importance de l’inflammation au 

niveau systémique. Il s’agit notamment des taux sériques de CRP (Protéine C-

réactive), de TNFα (Tumor necrosis factor) ou encore d’IL-6 (Interleukine-6). D’autres 

marqueurs d’origine microbienne ont été spécifiquement décrits chez le patient 

atteint de MC. Il s’agit d’anticorps dirigés contre des motifs glycaniques ou protéiques 

exprimés sur certaines espèces bactériennes (comme par exemple l’anti-Omp-C Ab, 

l’anti-CBir Ab ou encore l’anti-I2 Ab) ou fongiques43–46. Nous nous focaliserons dans 

ce chapitre uniquement sur les marqueurs d’origine fongique. 

  

Ces marqueurs ayant des valeurs diagnostiques et pronostiques pour les 

MICI, sont dirigés principalement contre des constituants de la paroi fongique et sont 

représentés par les ASCA (Anti-saccharomyces cerevisiae antibodies ; mannane), 

les ALCA (anti-laminaribioside carbohydrate antibodies, fragment de glucane), les 

ACCA (anti-chitobioside carbohydrate antibodies, fragment de chitine) et les AMCA 

(anti-mannobioside carbohydrate antibodies, fragment de mannane)5. 

 

Ainsi, la prévalence des ASCA a été estimée de 60 à 70 % dans le cas de la 

MC, de 10 à 15 % pour la RCH et moins de 5 % dans la population saine. Il est 

intéressant de noter que les ASCA reconnaissent également des résidus de 

mannose à la surface des levures pathogènes telles que C. albicans. Ces anticorps 

sont associés à des formes jeunes touchant le grêle et l’iléon12,47. Parallèlement, 

d’autres outils sérologiques ont été proposés pour le diagnostic de la RCH, il s’agit 

principalement des pANCA (Deoxyribonuclease Dnase-I sensitive perinuclear anti-

neutrophil cytoplasmic-autoantibody) qui reconnaissent les antigènes présents dans 

le cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (comme la myélopéroxydase ou 

encore la protéinase 3). Ces derniers ont été rapportés dans 60 à 70 % des 

personnes atteintes de la RCH, de 10 à 15 % pour ceux atteints de la MC et moins 

de 5 % dans la population saine43,44,47. De manière intéressante, le test ASCA couplé 

à celui du pANCA permet de différentier la RCH des formes coliques de la MC12,47. 
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Plusieurs études récentes décrivent des variations importantes du microbiote 

intestinal en relation avec les processus inflammatoires associés aux MICI. Qu’il 

s’agisse de signature microbiologique ou de métabolites sécrétés par le microbiote, 

ces outils permettent de diagnostiquer ou de suivre l’évolution de la maladie48,49. 

C’est le cas de plusieurs études prospectives multicentriques qui mettent en avant 

des signatures au niveau du microbiote fécal. Ainsi, l’étude de Lo Presti et al., a 

rapporté une augmentation significative des Gammaproteobacteria, 

Enterococcaceae et Enterococcus chez les personnes atteintes de MICI50. Une 

seconde étude sur une population asiatique par Guo S et al., a mis en évidence une 

diminution de Faecalibacterium prausnitzii (F. prausnitzii) et une augmentation de 

Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) chez les patients atteints de MC51. Cette 

partie de la thèse sera détaillée ultérieurement dans la partie II dans la section 

« Modification de la biodiversité bactérienne chez les patients atteints de MICI ». 

 

5. Facteurs étiologiques 

 
Même si l’étiologie de la maladie reste inconnue, la MC est une maladie 

multifactorielle qui se caractérise par des prédispositions génétiques mais également 

par une contribution des facteurs immunologiques et environnementaux, qui 

participent au phénotype de la maladie. D’ailleurs, l’hypothèse la plus communément 

partagée fait intervenir une dérégulation du système immunitaire intestinal en lien 

avec un déséquilibre du microbiote intestinal dénommé « dysbiose », sous l’effet de 

facteurs génétiques ou environnementaux (Figure 2)36,52. 
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Figure 2 : Schéma représentatif des différents facteurs influençant le microbiote intestinal tout 
au long de la vie amenant à une dysbiose et au développement des MICI, figure adaptée d’après 
Ananthakrishnan AN et al., 201830. 

 

A. Facteurs environnementaux 

 

Les variations épidémiologiques observées dans le temps et l’espace avec 

une augmentation de la prévalence dans les pays en voie d’industrialisation et un 

gradient Nord-Sud bien établi suggèrent un rôle important de l’environnement dans 

l’évolution vers les MICI5,12. 

 

Ainsi, différents facteurs environnementaux semblent influencer les MICI tels 

que les appendicectomies, les antibiotiques, l’hygiène ou encore le régime 

alimentaire. D’ailleurs des études épidémiologiques récentes ont mis en évidence le 
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rôle essentiel des acides gras (AG) saturés et insaturés issus de l’alimentation dans 

le développement des MICI1,53.  

 

Dans la littérature, le régime alimentaire de type occidental, favorisant 

probablement l’émergence d’une dysbiose, est fortement mis en avant dans la 

pathogenèse des MICI. À l’inverse, d’autres facteurs alimentaires peuvent quant à 

eux avoir des effets bénéfiques sur la fréquence des récidives et sur la période de 

rémission dont notamment les vitamines D, les minéraux comme le zinc et le 

sélénium, les AG mono- et poly-insaturés ainsi que les flavonoïdes54,55. D’autre part, 

les AG saturés présents dans l’alimentation occidentale, seraient impliqués dans de 

nombreuses voies de signalisation inflammatoires pouvant aboutir à des lésions 

tissulaires et également jouer un rôle important dans l’inflammation au cours de la 

MC. De plus, les patients atteints par les MICI présentent le plus souvent un 

métabolisme lipidique altéré56. Cette altération se manifeste par un déséquilibre du 

ratio des AG de type oméga-6 (n-6 ; ω-6) sur oméga-3 (n-3 ; ω-3). Ce déséquilibre 

est d’ailleurs corrélé avec un risque accru de développer un CCR ou une MICI. Une 

alimentation riche en huiles de poisson, une source riche en ω-3 montre justement 

des propriétés anti-inflammatoires à l’inverse d’une alimentation riche en ω-6 aux 

propriétés pro-inflammatoires et qui participe à la tumorigenèse57. Ainsi, une 

alimentation équilibrée peut représenter un moyen de prévention du déclenchement 

de l’inflammation intestinale ou du maintien de l’état de rémission.  

 

D’autres travaux démontrent que l’exposition à des antibiotiques pendant 

l’enfance augmente également le risque de développer une MC58,59. En parallèle, 

des études ont rapporté l’impact des polluants environnementaux dans la survenue 

des MICI avec en particulier l’implication des métaux lourds ou des 

microparticules60,61. D’autres données obtenues sur un modèle murin suggèrent 

aussi le rôle délétère des polluants environnementaux, notamment l’aluminium qui a 

été décrit comme un agent délétère dans les processus de réparation des 

muqueuses et qui entretient l’inflammation intestinale62. 

 

Parmi ces facteurs environnementaux, le tabac est actuellement le facteur de 

risque le mieux défini dans le développement et la progression de ces maladies63. 
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Une étude réalisée en 1982, par Harries AD et al., a montré une association négative 

entre la RCH et l’exposition au tabac. En effet, dans cette étude, seulement 8 % des 

patients atteints de la RCH fumaient, tandis que dans le cas des patients atteints de 

la MC, 40 % d’entre eux étaient fortement exposés au tabac64. Ces données ont été 

ultérieurement confirmées par les travaux de Somerville KW et al.65. Au total, ce 

facteur exerce un effet délétère dans le cas de la MC alors que certains auteurs lui 

attribuent un rôle protecteur dans le cas de la RCH66–68. Divers mécanismes ont été 

proposés pour expliquer l’effet dichotomique du tabagisme : i) Modifications au 

niveau du système immunitaire. A titre d’exemple, une exposition à la nicotine 

diminue la sécrétion de TNFα et augmente celle de l’IL-10 en présence des 

macrophages issus de patients RCH. À l’inverse, cette exposition fait diminuer 

l’expression d’IL-10 en présence des cellules mononucléaires du sang périphérique 

des patients atteints de MC63 ; ii) Modifications au niveau de la perméabilité 

intestinale69 ; iii) Modifications de la biodiversité du microbiote intestinal, amenant à 

une colite exacerbée chez les patients atteints de MC63,68. Paradoxalement, dans le 

cas de la RCH, la nicotine a un effet stimulant sur l’activité de certaines bactéries 

comme Lachnospiraceae spp. qui produisent du butyrate connu pour son activité 

anti-inflammatoire ainsi que pour son effet protecteur sur la barrière épithéliale70. La 

pertinence de ces mécanismes reste cependant à démontrer aux moyens d’études 

cliniques de grande envergure. 

 

B. Facteurs génétiques 

 

Des études du génome de patients atteints de MICI ont permis de mettre en 

évidence des mutations ponctuelles sur un certain nombre de gènes. Ces mutations, 

appelées aussi « Single Nucleotide Polymorphism » (SNP) sont associées à un 

risque accru de MICI. Ainsi, les analyses par « Genome-wide association studies » 

(GWAS) ont permis l’identification de susceptibilités génétiques avec plus de 230 loci 

corrélés au risque des MICI71–73. Ainsi, contrairement aux facteurs 

environnementaux, de grands progrès ont été réalisés dans l’analyse et la 

compréhension des variations génomiques associées à la maladie. D’autre part, une 

corrélation entre la MC et l’héritage génétique a été mise en évidence avec des taux 

de concordance et des caractéristiques cliniques élevés chez des jumeaux 

monozygotes : 50 % pour la MC et 15 % pour la RCH74,75. L’ensemble de ces 
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analyses génétiques ont permis d’identifier les mutations sur les gènes d’autophagie, 

les gènes de la réponse immunitaire dont les récepteurs de l’immunité innée comme 

des facteurs de susceptibilités pour le développement d’une MICI. Le poids de ces 

différentes mutations dans le développement d’une MICI est variable, néanmoins les 

mutations des gènes NOD2/CARD15 (Nucleotide-binding Oligomerization Domain 

2/Caspase-Activating Recruitment Domain 15), ATG16L1 (Autophagy Related 16 

Like 1), TLR4 ou encore IL-23R semblent avoir un impact déterminant sur le 

développement de la MC73. Cependant, ces associations entre les variants 

génétiques et le risque de développer une inflammation intestinale, peut différer 

selon les populations. En effet, ces gènes de prédisposition impactent différemment 

le risque de développer une MICI au sein des cohortes des populations asiatiques 

par rapport aux cohortes des populations occidentales5,71. 

 

a. Mutation du gène « NOD2/CARD15 » 

 

 NOD2 est un récepteur impliqué dans la reconnaissance du muramyl di-

peptide (MDP) bactérien. Celui-ci est constitué d’une partie N-terminale contenant 

deux domaines CARD (Caspase recruitment domain) et un domaine central NBD 

(Nucleotide-bonding domain). La partie C-terminale contient quant à elle des motifs 

riches en leucine et répétés, dénommés LRR (Leucine-rich repeat)76. Le MDP induit 

alors un changement de conformation du récepteur NOD2 et le recrutement de RIP2 

(Receptor-interacting serine/threnine-protein kinase 2), une kinase qui active 

principalement deux voies de signalisation : NF-κB (Nuclear factor kappa B) et MAPK 

(Mitogen-activated protein kinases). Par conséquent, ces voies de signalisation 

régulent la transcription de gènes codant pour des peptides antimicrobiens et 

diverses cytokines pro-inflammatoires76–79. 

 

 Ainsi, deux études publiées en 2001 ont permis de mettre en évidence, pour la 

première fois, le lien entre les SNPs du gène NOD2/CARD15 et la MC. Dans ces 

études, il a été montré que la mutation du gène NOD2 est associée à un risque 40 

fois plus important de développer cette maladie par rapport à un sujet non porteur de 

ce SNP80,81. Les patients porteurs d’une mutation du gène NOD2 seule ou associée 

à d’autres SNPs se manifestent par des anomalies dans l’activité sécrétoire des 

cellules de Paneth au niveau de l’intestin grêle5. D’autres part, les cellules de Paneth 
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obtenues de patients atteints de MICI présentent d’autres mutations sur le gène de 

l’autophagie ATG16L1 dont notamment l’allèle ATG16L1 T300A. De plus, dans ce 

cas, les cellules présentent alors des granules altérés et moins nombreux. Cet allèle 

cause également une augmentation de la libération des cytokines, une diminution de 

l’autophagie et de la clairance bactérienne intracellulaire, amenant à des cellules de 

Paneth anormales82. En parallèle, des preuves expérimentales ont montré que les 

polymorphismes de NOD2 associés aux MICI sont aussi liés à une autophagie 

inefficace39. Cette association du gène ATG16L1 avec un risque accru de MC a été 

mise en évidence pour la première fois en 200783. En effet, l’activité des cellules de 

Paneth est associée au processus d’autophagie. Une perturbation dans l’autophagie 

amène à une modification de la réponse protéique de ces cellules et provoque une 

inflammation intestinale. Cette même mutation ATG16L1 T300A serait, d’après 

certains auteurs, en corrélation avec une dysbiose intestinale, dominée par 

Bacteroides ovatus et une polarisation de la réponse immune vers un profil 

Th1/Th17. Pour résumer, ces observations suggèrent que cette mutation, présente 

avant le déclenchement de la maladie, serait à l’origine de la dysbiose et de 

l’infiltration tissulaire par les cellules immunitaires82.  

 

b. Mutations des gènes « Toll-like Receptors » 

 

 Les Toll-like receptor (TLRs) sont des récepteurs de reconnaissance 

permettant de détecter certains motifs ou molécules antigéniques, de natures 

variées, à la surface des microorganismes tels que les bactéries ou les 

champignons. Ils interviennent alors dans les réponses de l’immunité innée et 

adaptative permettant une protection contre ces agents infectieux84. Les TLRs sont 

des protéines transmembranaires composées d’un domaine extracellulaire riche en 

motifs LRR impliqué dans la reconnaissance des PAMPs (Pathogen associated 

molecular patterns), d’un domaine transmembranaire et enfin d’un domaine 

intracellulaire contenant un « death domain » amenant à la transduction du signal 

d’activation85. Le premier TLR (TLR1) chez les mammifères a été découvert en 

199686. Puis, Medhitov R. et al. ont identifié un second TLR en 1997 correspondant 

au TLR4 dont le rôle dans la reconnaissance du LPS a été démontré par Poltorak A 

et al., en 199885,87. Par la suite, d’autres données ont montré que le récepteur TLR4 

joue un rôle primordial dans la pathogenèse liée aux MICI et proposent alors que 
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certains SNPs de TLR4 peuvent être considérés comme des variants de 

susceptibilité aux MICI88. D’ailleurs, une étude brésilienne a montré que les SNPs de 

TLR4 semblent également jouer un rôle dans le phénotype de la maladie chez les 

personnes atteintes de la MC89. 

 
c. Autres mutations génétiques corrélées au risque accru de MICI 

 

 D’autres mutations pourraient être corrélées au risque accru de développer 

des MICI. C’est le cas des gènes codant les protéines des jonctions serrées comme 

ceux de la claudine 2,5,8 ou de MAGI2 et MAGI3, amenant à une perméabilité 

intestinale plus élevée90–93. Ces jonctions serrées sont composées de protéines 

transmembranaires importantes dans le maintien de la polarité des cellules et la 

régulation du flux ionique. D’ailleurs, d’autres SNPs, de ces gènes codants des 

protéines de jonctions serrées, sont également liés au développement des cancers 

du côlon tels que ceux de la claudine 1 et claudine 794. 

Le lien entre les polymorphismes de MUC1 et MUC19 avec les maladies 

inflammatoires est également évoqué, cependant les mécanismes impliqués restent 

peu connus. Il s’agit de mucines exprimées au niveau des cellules épithéliales 

permettant de lutter contre les agents pathogènes39. D’ailleurs, une étude récente a 

permis de démontrer l’effet des polymorphismes de MUC1 via notamment l’influence 

de la longueur des allèles MUC1 sur la réponse inflammatoire NLRP3 (NOD, LRR 

and pyrin domain-containing protein 3) des macrophages humains. En effet, les 

longs allèles sont corrélés avec une modification de l’activité de l’inflammasome 

NLRP3 qui se traduit par une production accrue en IL-1β95. 

 

C. Facteurs immunitaires 

 

 Chez l’Homme, une altération des cellules de Paneth ou des cellules 

impliquées dans la sécrétion du mucus seraient impliquées dans la pathogenèse des 

MICI96. En parallèle, des études mettent en avant une corrélation entre une réponse 

immunitaire excessive et l‘inflammation intestinale5,82. Ainsi, la réponse immunitaire 

des lymphocytes montre qu’il existe une activation continue des cellules T chez les 

personnes atteintes de MICI amenant alors à une réponse excessive de ces cellules. 

Plus précisément, dans le cas de la MC, il subsiste une réponse excessive des voies 
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Th1 et Th17 contre les bactéries, les champignons et les virus créant un déséquilibre 

entre les cellules T effectrices et les cellules T régulatrices (T reg)82,97. Ce même 

phénomène est observé pour les macrophages activés qui infiltrent de manière 

massive la muqueuse intestinale. Ces cellules jouent alors un rôle clé dans la 

pathogenèse des MICI puisqu’elles contribuent à la production majeure des 

cytokines inflammatoires98,99, telles que l’IFNγ (Interféron gamma), le TNFα ou 

encore l’IL-1β, l’IL-6 et l’IL-839. Cependant, une réponse excessive médiée par la voie 

Th2 serait prépondérante dans le cas de la RCH100. L’activité accrue des cellules T 

est également due à la libération de nombreuses cytokines inflammatoires en excès, 

telles que l’IL-12, l’IL-18 et l’IL-23, par les macrophages et les cellules présentatrices 

d’antigènes73,101. Ces mécanismes joueraient un rôle primordial dans l’initiation et la 

progression de ces maladies.  

 

D’autre part, la découverte des cellules Th17 et de la réponse via IL-23 a 

provoqué un changement radical dans la compréhension de l’immunité et conduit au 

développement de nombreuses cibles thérapeutiques pour combattre les MICI73. 

Parallèlement, le contrôle de l’inflammation intestinale par des récepteurs de lectine 

de type C (CLRs) est un concept émergent. Par exemple, la dectine-1 et le récepteur 

de mannose (MR), qui jouent un rôle clé dans la reconnaissance des pathogènes et 

la phagocytose par des macrophages, contribuent de manière différente à l’activation 

des voies de signalisation inflammatoires. Il est intéressant de noter qu’une étude 

récente met en évidence qu’au cours d’une colite chimio-induite, la perte du MR, sur 

des cellules dérivées myéloïdes, va exacerber l’inflammation intestinale alors qu’à 

contrario, l’absence de la dectine-1 la prévient. Ces résultats soulignent les rôles 

divergents des CLRs et soutiennent l’hypothèse que la dectine-1 joue un rôle 

essentiel dans le développement des MICI alors que le MR diminue l’inflammation et 

inhibe les réponses immunitaires de type Th199. 

 

D. L’implication du microbiote intestinal 

 

Parmi les facteurs associés aux MICI, les altérations du microbiote intestinal 

jouent un rôle déterminant102. En effet, même si dès la naissance un équilibre 

s’installe entre les microorganismes du microbiote intestinal et le système de défense 

immunitaire, des altérations du microbiote peuvent apparaître suite à des traitements 
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médicamenteux, face à des changements de régime alimentaire ou à certains états 

pathologiques103,104. Cette dysbiose intestinale se traduit alors par une invasion et 

une multiplication de certains microorganismes pathogènes au sein des tissus de 

l’hôte. Elle serait de fait, impliquée dans la pathogenèse des MICI30.  

Au sein du microbiote intestinal, la flore fongique est faiblement représentée 

(moins de 1% des microorganismes), toutefois, elle joue un rôle prépondérant dans 

le maintien de l’homéostasie intestinale. Parmi ses constituants, C. albicans et C. 

glabrata, des levures commensales saprophytes du tube digestif humain, sont 

capables de coloniser de manière excessive la muqueuse digestive sous certaines 

conditions physiopathologiques, dont notamment une altération de la flore 

bactérienne intestinale, de la muqueuse digestive ou un déficit immunitaire amenant 

à favoriser la translocation de ces levures à travers la barrière épithéliale 

digestive105–108. Cette perturbation du microbiote intestinal et plus précisément des 

levures du genre Candida spp. semblent jouer un rôle décisif dans le maintien de 

l’inflammation intestinale associée aux MICI. Notre équipe fut pionnière dans 

l’exploration de la piste fongique comme facteur déclenchant ou participant au 

maintien de l’inflammation intestinale au cours de la MC. Ces travaux font suite à la 

description au début des années 1990 d’anticorps anti-levures dénommés ASCA 

retrouvés dans plus de 60 % de patients atteints de MC. Ultérieurement, ces 

anticorps ont été corrélés avec un âge jeune au moment du diagnostic et une 

localisation grêlique des lésions13,14,109. D’autres études ont, quant à elles, démontré 

que l’amplitude des réponses sérologiques ASCA et des anticorps antimicrobiens 

sont corrélées à la sévérité de la maladie110–112. Des études expérimentales récentes, 

dont plusieurs réalisées au sein de notre structure, suggèrent un lien entre la flore 

fongique et l’inflammation observée au cours de la MC. Toutefois, il reste difficile de 

conclure sur la nature de ce lien, notamment de déterminer s’il s’agit d’une cause ou 

d’une conséquence de l’inflammation incontrôlée caractérisant la MC113–116. 
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Partie 2 : Le microbiote intestinal  

 

1. Généralités 

 

 La première description d’un microorganisme au sein du tractus gastro-

intestinal humain a été réalisée par Antoni van Leeuwenhoek en 1681. Ce 

microorganisme, isolé à partir de selles, est aujourd’hui identifié comme une Giardia 

spp117. Deux siècles plus tard, les publications des premières descriptions détaillées 

de cultures de microorganismes gastro-intestinaux apparaissent. Parmi ces 

publications, on retrouve celle de Casimir Davaine en 1854 qui est l’une des plus 

anciennes reflétant la description de Pentatrichomonas hominis, un parasite 

intestinal118. Plus tard, en 1885, apparaît la première description d’une bactérie du 

tractus gastro-intestinale par Teodor Escherich, intitulée « Bacterium coli » et 

renommée par la suite « E. coli »119. 

  

Depuis, de nombreux microorganismes ont été décrits dans la littérature et le 

terme « microbiote intestinal » est apparu. Ce terme représente l’ensemble des 

microorganismes tels que les bactéries, les virus, les champignons, les archées, qui 

habitent au sein du tractus digestif et constituant un écosystème extrêmement 

complexe120,121. Le microbiote intestinal évolue tout au long de la vie et diffère selon 

l’individu mais sa composition reste stable chez un adulte sain. En 2014, une étude 

unifie l’ensemble des connaissances établies sur le microbiote intestinal en 

effectuant une recherche bibliographique couvrant plus d’un siècle de publications. 

Cette étude met en avant l’identification et le regroupement d’environ 1000 espèces 

bactériennes déjà identifiées au sein de diverses cohortes humaines122. Puis en 

2019, une analyse métagénomique a identifié près de 2000 nouvelles espèces 

bactériennes intestinales non cultivées et jusqu’alors méconnues123. Le microbiote 

intestinal comprend son propre génome avec plus de 3,3 millions de gènes, soit 150 

fois plus que celui de son hôte124,125. L’ensemble de ces études permettent de mieux 

comprendre à la fois l’ampleur de la biodiversité du microbiote intestinal et la 

richesse génétique de cet écosystème. La densité des espèces bactériennes qui 

constituent le microbiote intestinal varie également selon la localisation dans le 

tractus digestif. Ainsi, un gradient de concentration de ces bactéries apparaît au sein 
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du tube digestif et où la densité bactérienne devient maximale au niveau colique 

avec 1011 à 1012 bactéries par gramme de fèces126. De plus, des différences en 

termes de biodiversité bactérienne sont retrouvées selon les populations humaines 

étudiées (Caucasiennes, Asiatiques et Africaines)124,127–131.  

 

La variabilité de la composition du microbiote intestinal entre les différents 

individus peut être influencée par divers facteurs physiologiques (tels que le sexe et 

l’âge), l’environnement, la localisation géographique ou encore le régime 

alimentaire125,131,132. Néanmoins, malgré ces différences inter-individuelles, les 

analyses phylogénétiques permettent de mettre en évidence quatre grands phyla. 

Ces derniers sont constitués essentiellement d’un microbiote anaérobie tels que : 

Firmicutes ; Bacteroidetes ; Proteobacteria et Actinobacteria dont deux dominants au 

niveau intestinal : Firmicutes (30-52%) et Bacteroidetes (9-42%). Dans le cas des 

Bacteroidetes, il s’agit de bactéries gram-négatives alors que dans le cas des 

Firmicutes, ce sont des bactéries gram-positives classées en deux sous-groupes : 

les Bacilles et les Clostridia. Il est également établi que ces quatre phyla restent 

constants chez un individu donné et ce de manière pérenne, toutefois de faibles 

variations peuvent intervenir de manière ponctuelle16,102,120,122,133,134.  

 

2. Evolution du microbiote au cours de la vie 

 

 Dès la naissance, la colonisation intestinale établie entre les bactéries 

commensales et l’hôte permet un dialogue crucial à la maturation du système 

immunitaire intestinal et ce, tout au long de la vie96. Par ailleurs, ces communautés 

bactériennes intestinales constituent une source de diversités métaboliques ainsi que 

génétiques supplémentaires et essentielles135. 

 

 Le microbiote intestinal évolue tout au long de la vie et diffère selon l’individu, 

mais sa composition reste stable chez un adulte sain à l’inverse de celle du 

nourrisson qui varie au cours du temps, notamment lors de la première année de vie. 

En effet, l’étude de Palmer C et al. a étudié l’évolution et à la composition 

bactérienne du tractus intestinal du nourrisson au cours de la première année de vie, 

se terminant par un microbiote intestinal qui s’enrichit progressivement pour tendre 

vers celui de l’adulte. Les résultats obtenus révèlent une variation importante de la 
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composition des communautés bactériennes d’un nourrisson à un autre. De plus, il a 

également été montré que le microbiote des jumeaux présente un haut niveau de 

similarité mettant l’accent sur l’intervention des facteurs génétiques et 

environnementaux sur la composition du microbiote intestinal136.  

 

Parmi les facteurs environnementaux, le type d’allaitement ainsi que les 

facteurs nutritionnels jouent un rôle important dans la composition du microbiote 

intestinal du nouveau-né. Ainsi, lorsque le nouveau-né est allaité, les bactéries 

lactiques comme les lactobacilles ou les bifidobactéries colonisent le tube digestif du 

nourrisson et semblent dominer le microbiote gastro-intestinal de ces derniers. Ces 

bactéries lactiques apparaissent alors cruciales pour la santé et le bien-être du 

nourrisson en jouant un rôle essentiel dans la protection contre certaines bactéries 

néfastes via la synthèse d’agents sélectifs (saccharolytiques, acidogènes, 

bactériocines), des enzymes lytiques ou encore des acides organiques contenant 

des effets antimicrobiens. D’ailleurs, il est largement établi que l’alimentation jouerait 

un rôle essentiel dans la biodiversité du microbiote intestinal. A l’inverse, lorsque le 

nouveau-né est nourri par un apport exogène de lait artificiel, ce dernier est alors 

colonisé par d’autres bactéries que les espèces lactiques, telles que les Bacteroides 

et Clostridia137,138. Cependant, les effets de l’alimentation sur la composition du 

microbiote intestinal du nourrisson restent encore fortement controversés. Parmi les 

autres déterminants influençant la composition du microbiote intestinal, le mode 

d’accouchement a été également rapporté. Dans cette étude, les nouveau-nés par 

césarienne présentent un microbiote pauvre en Bifidobactéries et en Bacteroides 

contrairement aux nourrissons nés par voie basse (Figure 3). De même, l’utilisation 

d’antibiotiques diminue également le nombre de bactéries symbiotes. Dans le cas 

des hospitalisations liées à la prématurité, il a été rapporté une prévalence plus 

élevée d’infection à Clostridium difficile (C. difficile)139. 
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Figure 3 : Modulation du microbiote intestinal de la gestation à l’enfance en présence des 
divers facteurs (prénataux, néo-nataux et post-nataux) déterminants pour son développement 
et sa composition, figure adaptée d’après Milani C et al., 2017140. 

 
En parallèle, il a été rapporté que le microbiote intestinal évoluait en fonction 

de l’âge. Ce dernier est également influencé par la sénescence de la fonction 

immunitaire ou par certaines conditions de vie (l’hygiène, le niveau de vie, …). C’est 

le cas notamment du rapport Bacteroides / Firmicutes qui est bien plus important 

chez les personnes âgées que chez des sujets jeunes. C’est également le cas pour 

les Bifidobactéries qui diminuent au profit d’Enterobacteriaceae, de Streptocoques ou 

de Clostridia chez les personnes âgées par rapport aux individus jeunes2,120. 

L’exposition à l’un ou à plusieurs de ces facteurs peut favoriser une dysbiose à 

l’origine du développement d’une MICI (Figure 2)30. 

 

Une autre étude quant-à-elle a examiné comment les microbiotes intestinaux 

diffèrent entre les populations humaines via la caractérisation des espèces 

bactériennes présentes dans les échantillons fécaux de 531 individus de diverses 

origines (Amérindiens d’amazonie, résidents de communautés rurales du Malawi ou 

encore des habitants de zones métropolitaines des Etats-Unis) et d’âge variable. En 

effet, l’étude a été réalisée sur des nourrissons, des enfants, des adolescents et des 

adultes135. Les résultats de ces travaux ont permis, de par l’échantillonnage d’une 

large population composée de diverses traditions culturelles, de différentes 

localisations géographiques et d’âge variés, de mettre en évidence la façon dont les 
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microbiotes intestinaux évoluent, à la fois selon le stade de la vie, l’endroit ou encore 

le mode de vie. En effet, au sein des trois populations analysées, la composition 

phylogénétique du microbiote évolue au cours des trois premières années de la vie 

pour atteindre un microbiote du sujet adulte caractérisé par une diminution 

significative des Bifidobacterium. De plus, la biodiversité bactérienne croît avec l’âge 

au sein des trois populations à l’exception des individus issus des grandes 

métropoles américaines dont la biodiversité évolue de manière moins importante. 

Dans cette même étude, les auteurs démontrent que la variation interpersonnelle du 

microbiote est bien plus grande entre les enfants que celle observée chez les 

adultes. La composition phylogénétique de la communauté bactérienne diffère 

significativement selon la localisation géographique et les traditions culturelles des 

individus étudiés135. 

 

3. Rôle et fonction de ce microbiote 

 

 Le microbiote intestinal a co-évolué avec son hôte depuis des millénaires et 

exerce de nombreux rôles physiologiques cruciaux pour l’hôte tels que la digestion et 

la nutrition. Parmi ces rôles, nous pouvons citer : la fermentation des sucres, des 

protéines ou des fibres alimentaires en acide gras à chaîne courte (AGCC), la 

synthèse de certaines vitamines ou encore des activités enzymatiques essentielles à 

la digestion. D’autres rôles lui sont également attribués comme la modulation du 

système nerveux, la protection et la défense de l’hôte contre des pathogènes par une 

compétition d’adhésion à la muqueuse ou encore dans le développement et la 

maturation du système immunitaire et de son épithélium intestinal. De plus, de par sa 

biodiversité, le microbiote influence la composition, la structure et les propriétés du 

mucus38,54,121,141–146. 

 

De nombreuses études montrent que la colonisation des souris dites « germ-

free » s’associe avec de multiples modifications telles que l’élargissement des 

villosités, l’activation du système immunitaire et le recrutement de 

lymphocytes125,147,148. Ainsi, l’association entre le microbiote intestinal et l’hôte a 

conduit à une co-évolution présentant des avantages mutuels, on parle de symbiose 

et de commensalisme entre notre organisme et le microbiote. Celui-ci peut d’ailleurs 

intervenir dans la régulation de l’expression de divers gènes comme par exemple les 
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gènes antimicrobiens Reg3β et Reg3γ induits au niveau de l’épithélium. Il peut aussi 

influencer, indirectement, l’expression des gènes hypothalamiques et favoriser une 

suralimentation54,120,121,125,141. Cependant, malgré les liens et les interactions mis en 

évidence entre l’hôte et le microbiote, la compréhension des mécanismes qui 

gouvernent les interactions microbiote-immunité de l’hôte dont notamment la 

différenciation des lymphocytes restent encore à élucider. 

 

 Toutefois, des études récentes mettent en avant la découverte de certaines 

bactéries commensales capables de réguler le système immunitaire et tentent de 

mieux comprendre leur rôle ainsi que les mécanismes mis en jeu. C’est le cas de la 

bactérie SFB (Segmented Filamentous Bacterium), cultivable depuis peu, qui joue un 

rôle essentiel dans la maturation des réponses immunitaires innée et adaptative de 

l’hôte149,150. En effet, la SFB permet le développement du tissu lymphoïde dont les 

plaques de Peyer ainsi que d’engendrer la mise en place de réponses immunitaires 

telles que l’activation de cellules T reg et pro-inflammatoires, notamment les cellules 

Th17 ou encore la production d’IgA sécrétoires96,150,151. D’autres études mettent 

l’accent sur la régulation du système immunitaire via Bacteroides fragilis (B. fragilis). 

En effet, le polysaccharide A de cette même bactérie, a une activité 

immunomodulatrice qui lui permet d’induire la production d’IL-10 à partir des cellules 

T reg (FOXP3+  ; forkhead box P3) au niveau intestinal et de protéger contre les 

colites chimio-induites152–154. 

 

4. Le microbiote intestinal et les pathologies associées 

 

 Le microbiote intestinal participe au développement et à la maturation du 

système immunitaire de l’hôte. Il est également impliqué dans le métabolisme 

énergétique. Ainsi, toute modification du microbiote (dysbiose) peut avoir des 

conséquences sur la qualité de la réponse immune et sur l’activité métabolique de 

l’hôte et ainsi être à l’origine d’états pathologiques38,120,146. Au cours des deux 

dernières décennies, les résultats issus d’études épidémiologiques, physiologiques, 

cellulaires et expérimentales suggèrent que le microbiote intestinal contribue à la 

santé métabolique de l’hôte et influence le risque de maladie comme l’obésité, le 

diabète de type 2, les maladies cardio-métaboliques et la malnutrition54,154–156. 

D’autre part, une dysbiose peut-être également à l’origine du développement 
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d’allergies, du syndrôme de l’intestin irritable et pourrait même être impliquée dans le 

développement du CCR38,157–160. En outre, des études suggèrent que le microbiote 

intestinal et plus précisément la dysbiose joue également un rôle capital dans 

l’apparition des MICI161,162. Néanmoins, bien qu’une grande quantité de données ait 

été générée, de nombreuses questions restent sans réponse. De plus, ces études ne 

montrent pas clairement si la dysbiose du microbiote intestinal est une causalité ou 

une conséquence au sein de ces différentes pathologies. Ainsi, la question reste 

encore à ce jour complexe à étudier. Toutefois, une hypothèse séduisante a été 

formulée : les facteurs génétiques et environnementaux influenceraient la dysbiose 

au sein du microbiote intestinal qui jouerait à son tour un rôle dans l’initiation, le 

maintien ou la sévérité de l’inflammation, engendrant un cercle vicieux. De cette 

façon, mieux comprendre le fonctionnement et les mécanismes d’interactions établis 

entre l’hôte et son microbiote intestinal permettraient de mieux appréhender et 

d’améliorer les traitements des maladies qui en découlent. 

 

5. Modification de la biodiversité bactérienne chez les patients atteints de 

MICI 

 

La biodiversité et la concentration bactérienne est réduite chez les patients 

atteints de MICI, notamment au sein des phyla Firmicutes et Bacteroidetes39. En 

effet, les patients atteints de MICI montrent une diminution de certaines 

communautés bactériennes telles que F. prausnitzii, Roseburia spp. (Roseburia 

hominis ; Roseburia faecis), Eubacterium rectale, Bacteroides spp., Ruminococcus 

bromii, Bifidobacterium spp. ou Lactobacillus spp. au profit d’autres microorganismes 

qui sont majoritairement des pathobiontes tels que C. difficile, F. nucleatum, 

Fusobacterium varium, Klebsiella spp., Salmonella spp. , E. faecalis ou encore E. 

coli22,102,163. Les principales communautés bactériennes rapportées dans la littérature 

comme étant impliquées de manière négative ou positive dans le développement et 

le maintien des MICI seront décrites dans les paragraphes suivants22,102. 
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A. Les espèces pathobiontes 

 

La relation définitive de cause à effet entre les MICI et les espèces 

pathogènes du microbiote intestinal n’est pas encore totalement établie. Néanmoins, 

de nombreuses populations bactériennes seraient susceptibles de participer au 

développement et au maintien des MICI164. Parmi celles-ci, on retrouve notamment 

C. difficile, une bactérie gram-positive provoquant des infections, des diarrhées 

importantes et qui est impliquée dans les colites102,165. L’infection à C. difficile met en 

jeu deux étapes : i) une perturbation du microbiote intestinal, notamment liée à 

l’utilisation d’antibiotiques, permettrait la colonisation du tractus digestif par la 

bactérie ; ii) la production de toxines A et B induisant des dommages de la barrière 

intestinale en détruisant les jonctions serrées166,167. D’ailleurs, il a été montré que les 

patients atteints de MICI seraient bien plus susceptibles d’être infectés par C. difficile 

que des personnes saines notamment en lien avec l’utilisation des antibiotiques et 

des agents immunomodulateurs168,169. De plus, C. difficile serait impliqué dans les 

rechutes des MICI102. 

 

Certaines souches d’E. coli, une communauté bactérienne gram-négative, 

sont associées aux MICI et semblent jouer un rôle dans la pathogenèse, la rechute 

et même dans les poussées de la maladie. D’autant plus qu’un nombre accru 

d’isolats d’E. coli douées de facteurs de virulence est retrouvé chez des patients 

atteints de MICI170,171. Plus communément, il existe 3 groupes majeurs d’E. coli 

différenciés selon des critères génétiques et cliniques : i) les souches commensales ; 

ii) les souches pathogènes intestinales (SPI) ; iii) les souches pathogènes extra-

intestinales (SPE). On peut donc séparer les E. coli pathogènes en deux catégories 

(SPI et SPE) chacune divisées en sous-catégories provoquant différents types de 

lésions. Néanmoins, parmi ces groupes, seules les souches provenant des SPI ont 

été rapportées chez des patients atteints de MICI. Au sein de ces SPI, de nombreux 

types ont été identifiés : E. coli à adhésion diffuse (diffusely adherent E. coli ; 

DAEC) ; E. coli entéroagrégatifs (enteroaggregative E. coli ; EAEC) ; E. coli 

entéroinvasifs (enteroinvasive E. coli ; EIEC) ; E. coli entéropathogènes 

(enteropathogenic E. coli ; EPEC) ; E. coli entérotoxinogènes (enterotoxigenic E. 

coli ; ETEC) ; E. coli producteurs de Shiga-toxines (Shiga toxin-producing E. coli ; 
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STEC) et E. coli adhérents et invasifs (Adherent invasive E. coli ; AIEC). Les DAEC 

semblent associées aux patients atteints de la RCH et seraient responsables d’une 

perte de l’intégrité de la barrière épithéliale, alors que les AIEC ont été 

spécifiquement décrites chez les patients atteints de la MC. Ces AIEC sont alors 

capables d’adhérer aux cellules épithéliales, de les envahir et de s’y multiplier. A ce 

titre, les AIEC ont acquis des facteurs de virulence qui leur permettent de jouer un 

rôle dans la pathogenèse de la MC22. Par ailleurs, des études ont également 

démontré que l’inflammation intestinale provoque la génération de nitrate, 

d’éthanolamine ou encore de tétra-thionate qui permettent à certaines bactéries 

néfastes comme E. coli ou Salmonella spp. de croître et de stimuler à leur tour 

l’inflammation chronique11,172,173. 

 

En ce qui concerne E. faecalis, une bactérie gram-positive, sa présence a été 

rapportée significativement plus élevée dans les selles de patients atteints de MICI 

en comparaison de sujets sains. Cette colonisation semble être plus marquée chez 

les patients atteints de la RCH. Chez les patients atteints de MC, la présence de 

cette bactérie serait associée à un effet délétère sur l’inflammation intestinale174. Une 

autre étude expérimentale sur un modèle de souris « germ-free » et IL-10 knockout 

(IL- 10 KO), montre qu’une colonisation par E. faecalis serait susceptible d’induire 

une colite, une dysplasie et un carcinome175. 

 

Une autre étude a suggéré le rôle de Mycobacterium avium, une sous-espèce 

de paratuberculosis dans la pathogenèse de la MC. En effet, cette sous-espèce a été 

détectée de manière fréquente dans des biopsies de muqueuses intestinales issues 

de patients atteints de MC176. Enfin, les infections à Campylobacter concisus, à 

Salmonella spp. ou encore à F. nucleatum seraient d’après certains auteurs 

responsables du développement d’une inflammation intestinale précédant le 

développement d’une MICI177–179. La multiplication des agents pathogènes rapportée 

dans les prélèvements de patients atteints de MICI rend difficile l’interprétation des 

résultats et la part individuelle jouée par chaque famille de microorganismes. 
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B. Les espèces probiotiques/protectrices  

 

Il existe de nombreuses populations bactériennes possédant un rôle préventif 

contre l’inflammation intestinale. C’est le cas par exemple de F. prausnitzii qui occupe 

jusqu’à 20 % du microbiote et qui produit la majorité du butyrate intestinal. Cette 

propriété lui confère la capacité de moduler la composition du microbiote intestinal et 

de protéger de l’inflammation intestinale102,180,181. Ces propriétés biologiques ont été 

également confirmées dans un modèle expérimental de colite chimio-induite 

démontrant que l’administration de F. prausnitzii confère un effet anti-inflammatoire 

permettant d’améliorer les paramètres cliniques des animaux182,183. D’un point de vue 

clinique, il a été montré par des études métagénomiques, une diminution significative 

de F. prausnitzii chez des patients atteints de MICI par rapport aux contrôles184,185. 

De façon intéressante, le maintien de la rémission chez certains patients serait lié à 

la restauration du microbiote intestinal à forte composante de F. prausnitzii. Il est 

également rapporté que la faible proportion de cette bactérie au sein du microbiote 

intestinal serait associée à une récidive de la maladie39,102,186. 

 

Les Bacteroides spp. représentent une communauté bactérienne gram-

négative dont certaines espèces sont connues pour jouer un rôle dans la régulation 

du système immunitaire de l’hôte et dans le maintien de l’homéostasie intestinale. 

C’est le cas de B. fragilis dont certaines études mettent en avant sa capacité à 

réguler le système immunitaire à partir des cellules T reg152,153,187. Une autre étude 

démontre les effets protecteurs de Bacteroides ovatus dans un modèle murin de 

colite chimio-induite par DSS en diminuant à la fois le développement de 

l’inflammation intestinale et en réduisant le taux de mortalité des animaux188. Ce 

même modèle a également été utilisé pour démontrer les effets bénéfiques de B. 

thetaiotaomicron notamment en termes de réduction de la perte de poids des 

animaux et de l’inflammation intestinale189. De façon inattendue, il a été montré que 

certaines espèces du genre Bacteroides telles que Bacteroides vulgatus auraient un 

rôle dans la pathogenèse des MICI190,191. 

 

 Les Bifidobacterium spp. représentent une communauté bactérienne gram-

positive souvent utilisée en tant que probiotique notamment pour leur rôle protecteur 

dans la RCH41. Il semblerait que les Bifidobacterium spp. exercent des effets anti-
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inflammatoires en augmentant la production d’IL-10 des cellules mononucléaires du 

sang périphérique de patients atteints de RCH. Ces effets corroborent les résultats 

obtenus sur un modèle cellulaire de cellules épithéliales intestinales où 

Bifidobacterium spp. serait capable d’inhiber la sécrétion de l’IL-8192. D’autres études 

cliniques portant sur l’utilisation de lait fermenté avec des Bifidobacterium spp. 

démontrent que ces bactéries réduisaient l’exacerbation de l’inflammation lors de la 

RCH41,193,194.  

 

Les Lactobacillus spp, comme les Bifidobacterium spp., sont des bactéries 

gram-positives utilisées en tant que probiotiques et détiennent un rôle protecteur 

dans les MICI41. D’ailleurs, de nombreux effets et avantages sont attribués aux 

lactobacilles comme la diminution des cytokines pro-inflammatoires et l’augmentation 

des cytokines anti-inflammatoires, la modulation du système immunitaire dont 

notamment les cellules T reg, les macrophages ou encore le renforcement des 

jonctions serrées195–197. Des études in vitro et in vivo ont également montré le fort 

impact des lactobacilles dans la prévention de la diarrhée, de la croissance 

d’Helicobacter pylori (H. pylori), des toxines libérées par E. coli, dans la colite induite 

par C. difficile ou encore dans la protection contre les infections à Listeria 

monocytogenes138,197. Une autre étude expérimentale met en avant leurs effets 

protecteurs et bénéfiques contre l’inflammation intestinale chimio-induite, notamment 

par la modulation des cellules T reg198.  

 

Au cours de nos études antérieures sur un modèle murin de colite chimio-

induite, nous avons montré que L. johnsonii et B. thetaiotaomicron sont réduites au 

fur et à mesure du développement de l’inflammation intestinale. De plus, cette 

diminution est reliée à une augmentation de la prolifération de C. glabrata dans le 

tractus digestif15,199. Nos données ont également montré que ces deux bactéries 

seraient capables d’interagir directement avec C. glabrata en induisant notamment 

une dégradation de la paroi fongique via des activités de type chitinase ou 

mannosidase, favorisant l’inhibition de la croissance fongique19. Ces données sont 

corrélées avec une autre étude qui a mis en lumière que les lactobacilles 

présentaient une activité inhibitrice sur la croissance, l’adhésion et la filamentation 

par C. albicans200. C’est aussi le cas dans d’autres études où les lactobacilles 

présentent des enzymes impliquées dans la lyse de la paroi cellulaire permettant 
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ainsi la régulation et le maintien de certaines populations bactériennes ou 

fongiques138,201. En parallèle, Cuskin F et al. ont rapporté que B. thetaiotaomicron a 

la capacité d’exposer une machinerie complexe lui permettant d’utiliser les α-

mannanes issus de la paroi de Candida comme source d’énergie202. Nos données 

ont aussi montré que l’administration de ces bactéries par voie orale dans un modèle 

murin de colite atténue le développement de l’inflammation intestinale et réduit la 

prolifération des populations pathobiontes comme E. coli, E. faecalis et C. glabrata19. 

Ces données sont corrélées avec différentes études rapportant les activités 

bénéfiques et protectrices de ces bactéries sur la colite ainsi que sur la colonisation 

par Candida17,18,102. Ainsi, les bactéries auraient la capacité d’interagir de diverses 

manières possibles avec Candida. Divers rôles peuvent être attribués comme 

l’utilisation d’enzymes impliquées dans la lyse de la paroi cellulaire ; l’utilisation des 

métabolites tels que la phenazine capable d’inhiber la formation du biofilm de C. 

albicans ou encore divers acides organiques comme des acides aminés ou des AG 

présentant des effets antimicrobiens138,201,203,204. Certaines données ont permis de 

démontrer que les bactéries présentent des métabolites lipidiques capables d’inhiber 

la formation du biofilm de C. albicans comme par exemple le butyrate203,204, toutefois, 

les interactions établies entre les espèces du genre Candida et les espèces 

bactériennes du microbiote intestinal, dont notamment les déterminants moléculaires 

qui régissent ces interactions, restent encore à caractériser.  
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Partie 3 : Les métabolites et le microbiote intestinal 

 

1. Généralités  

 

Les études cliniques suggèrent que les patients atteints de MICI montrent une 

atténuation de la biodiversité du microbiote fécal et adhérent. Cette baisse de la 

biodiversité est au détriment du microbiote probiotique, favorisant une augmentation 

accrue de la prolifération des pathogènes. Cette dysbiose s’associe également avec 

un déséquilibre dans la production de nombreux métabolites. En effet, les bactéries 

intestinales peuvent synthétiser ou moduler une quantité importante de métabolites 

grâce à des processus enzymatiques spécifiques dont les cellules hôtes sont 

dépourvues205. Par ailleurs, un certain nombre de données soutiennent l'idée que le 

microbiote joue un rôle central dans les MICI, en affectant par exemple la 

perméabilité intestinale et la réponse immunitaire. Il en est de même pour les 

métabolites produits par ces bactéries qui peuvent moduler la réponse inflammatoire 

via différentes voies164. Il est ainsi établi que le microbiote synthétise des métabolites 

bioactifs dont certains sont des molécules de signalisation essentielles pour la 

physiologie et l’homéostasie intestinale de l’hôte206,207. Ainsi, le microbiote intestinal 

est capable de réguler divers processus métaboliques de l’organisme tels que 

l’homéostasie énergétique, le métabolisme du glucose ou encore celui des lipides. 

D’ailleurs, des études sur des modèles murins mettent précisément en avant l’impact 

du microbiote intestinal sur la régulation du métabolisme des lipides de l’hôte208,209. 

Ce métabolisme enveloppe la biosynthèse et la dégradation des lipides comme les 

AG, le cholestérol ou les triglycérides (TG) (Figure 4)210. 
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Figure 4 : Schéma des interactions possibles entre le microbiote intestinal et les fibres 
alimentaires lipidiques et les conséquences sur la physiologie de l’hôte, figure adaptée d’après 
Schoeler M et Caesar R., 2019210. Les lipides alimentaires sont dégradés par des lipases permettant 
d’obtenir divers AG libres. Ces derniers détiennent alors des activités antimicrobiennes ou peuvent 
servir de substrats métaboliques pour les bactéries intestinales. Ils affectent alors le profil du 
microbiote ainsi que la production des autres métabolites microbiens, ce qui influence l’homéostasie 
de l’organisme. 

 

Une étude sur un modèle d’iléite MC-like utilisant un modèle murin de TNF 

(ΔARE/WT) montre l’importance de ces médiateurs lipidiques inflammatoires comme 

biomarqueurs potentiels de la maladie grâce à la mise en évidence de modifications 

notables dans la production des métabolites issus du cholestérol, des TG ou encore 

des phospholipides211. D’ailleurs, un autre modèle murin de colite utilisant des souris 

Rag2-/- infectées par Helicobacter hepaticus montre qu’il existe des modifications 

métaboliques au niveau sérique, marquées par des changements dans les voies 

métaboliques des AG et du tryptophane susceptible d’identifier un état 

pathologique212. Ce profil métabolique a été également quantifié chez d’autres 

modèles murins de colite chimio-induite afin de différencier un animal malade ou 

non213,214. Ces modifications métaboliques peuvent également être objectivées chez 

les patients atteints de MICI comparativement aux sujets sains215,216. D’ailleurs, ces 

analyses sont également réalisables sur d’autres matrices telles que le plasma, le 

sérum ou encore l’urine217. Les profils métaboliques obtenus sur ces deux dernières 

matrices seraient capables d’identifier les patients atteints de MICI218. 
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En ce qui concerne les modifications métaboliques observées au niveau fécal, 

celles-ci peuvent fournir des indications précises sur la façon dont le microbiote 

contribue au maintien de l’inflammation intestinale. En effet, ces modifications 

révèlent une corrélation entre la signature microbienne et la composition des 

métabolites fécaux dont le profil serait pathognomonique d’une MICI215,219. Toutefois, 

ces profils métaboliques ne permettent pas aujourd’hui de différencier une MC d’une 

RCH220.  

Les profils métaboliques observés chez les patients atteints de MICI 

concernent essentiellement le tryptophane, les AGCC, les AG saturés et insaturés ou 

encore diverses petites molécules comme l’acide biliaire205,207,217,221,222. 

 

2. Le tryptophane 

 

Pour l’organisme humain, le tryptophane est un acide aminé aromatique 

essentiel (Figure 5). Toutefois, même si ce dernier est indispensable pour l’Homme, 

il ne peut être synthétisé de manière suffisante par l’organisme, il nécessite donc un 

apport exogène par l’alimentation. Le tryptophane provient de divers apports 

nutritionnels dont les végétaux (légumineuse, fruits à coque, …) qui représentent la 

meilleure source, bien qu’il soit aussi présent dans les produits d’origine animale 

comme la viande (volaille et poisson) ou encore les produits laitiers217,223,224. Le 

tryptophane ainsi disponible peut être engagé dans trois voies principales. La voie 

kynurénine qui métabolise la majorité du tryptophane alimentaire ; la voie sérotonine 

(un neurotransmetteur important du système nerveux central) ; la troisième voie 

concerne la production des indoles par le microbiote. Les indoles agissent alors 

comme des ligands pour le récepteur d’aryl hydrocarbone (AhR), un récepteur 

impliqué dans la pathogenèse des MICI217,224. 
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Figure 5 : Structure chimique du tryptophane, figure adaptée d’après PubChem, Tryptophan, 

National Library of Medicine, 2004225. 

 

Nikolaus S et al., ont pu montrer dans une cohorte de patients atteints de MICI 

qu’il existe une corrélation inverse entre l’augmentation du métabolisme du 

tryptophane et l’activité de la maladie222. Cette observation a été secondairement 

confirmée par d’autres travaux montrant de faibles taux sériques de tryptophane au 

cours des maladies auto-immunes et chez des patients atteints de MICI223,226,227. 

D’autre part, des échantillons de muqueuse de patients atteints de la MC montrent 

aussi une expression réduite du récepteur AhR228. D’autres résultats récents 

démontrent que les métabolites de l’indole présentent un effet protecteur dans un 

modèle murin de colite chimio-induite. Cette protection s’opère via le récepteur AhR 

qui à son tour régule l’expression du récepteur de l’IL-10229. Ces données sont à 

rapprocher de celle obtenue sur un modèle expérimental de colite chimio-induite au 

cours duquel l’utilisation de souris déficientes est associée à une augmentation de la 

sévérité de la colite et une perte de poids prononcée164,223,230. 

 

3. Les acides gras 

 

Les AG sont un ensemble de molécules hydrophobes dont la structure 

détermine leur fonction biologique et dont la composition est spécifique des espèces 

et des tissus. Ce sont des molécules extrêmement importantes pour la cellule 

puisqu’elles sont utilisées comme composants clés pour la membrane cellulaire, 

comme précurseurs pour la synthèse de certains médiateurs et comme sources 

importantes d’énergie chez l’Homme231–233. Ces AG sont des composants essentiels 

des triacylglycérols localisés dans les graisses ainsi que dans les huiles et 

représentent la 2éme source d’énergie alimentaire pour l’Homme234. Ces molécules 
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peuvent être synthétisées par l’organisme via un processus métabolique nommé 

« lipogenèse »235. Cependant, en raison de l’absence de certaines désaturases, tous 

les AG ne peuvent pas être endogènes ce qui nécessite un apport nutritionnel par 

différents types d’aliments comme les graisses végétales ou animales ainsi que les 

huiles végétales. De plus, lorsque les AG circulent dans le sang, on les retrouve soit 

sous la forme « d’ester », soit sous une forme « libre » où ils sont toujours liés à une 

protéine de transport comme l’albumine236. 

 

Les AG « saturés » proviennent des graisses animales comme le beurre ou 

des huiles végétales tropicales (noix de coco ou palme). Les AG « insaturés » quant 

à eux, proviennent de la nutrition marine (comme les algues, la chair et les huiles de 

poisson) ou de certaines huiles végétales (comme l’huile de soja et l’huile d’olive)237. 

Les AG les plus abondants au sein des tissus humains sont ceux contenant entre 16 

et 18 carbones tels que les acides stéarique, palmitique, oléique ou encore 

linoléique237.  

 

A. La structure des acides gras 

 

Les AG sont constitués d’une chaîne d’atomes de carbone et d’hydrogène 

ainsi que d’un groupe acide carboxylique (Figure 6A). La chaîne de ces composés 

varie entre 2 et 30 carbones237. Cette chaîne carbonée peut être dite saturée (simple 

liaison) ou insaturée (monoinsaturée = 1 double liaison ou polyinsaturée ≥ 2 doubles 

liaisons) (Figure 6B). Ces composés sont aussi classés selon le nombre de 

carbone constituant leur chaîne principale : à chaîne courte (≤ 5 carbones) ; à chaîne 

moyenne (6 à 12 carbones) ou encore à chaîne longue (≥ 13 carbones)231,238–240. De 

plus, la configuration des doubles liaisons va engendrer une structure 

tridimentionnelle particulière. Ainsi, les doubles liaisons peuvent adopter deux types 

de configuration, la configuration « cis » ou la configuration « trans », selon la 

localisation des carbones situés sur celles-ci (Figure 6C)231,237. Selon la 

configuration des AG, l’isomérisation, les propriétés physicochimiques et les 

propriétés biologiques seront influencées241. La plupart des AG insaturés naturels 

sont de configuration « cis » alors que les AG insaturés de configuration « trans » 

sont le plus souvent d’origine industrielle. D’ailleurs, il existe une relation étroite entre 
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une consommation importante d’AG « trans » et le développement de pathologies 

cardiovasculaire telles que l’athérosclérose241–243.  

 

 

Figure 6 : Structure et conformation des acides gras. (A) Composition d’un AG. (B) Présentation 
d’un AG saturé par l’ajout d’un hydrogène et d’un AG insaturé constitué de doubles liaisons. (C) 
Configurations possibles en « cis » ou en « trans », selon l’orientation des atomes par rapport à la 
double liaison, figure adaptée d’après Kalish BT et al., 2012231. 

 

B. La biosynthèse des acides gras chez les animaux 

 

 Les AG sont principalement synthétisés à partir des glucides au sein du foie, 

des glandes mammaires ou du tissu adipeux chez les mammifères244. Dans un 

premier temps, les glucides sont convertis en pyruvate qui est décarboxylé par un 

complexe enzymatique au sein des mitochondries pour former de l’acétyl-CoA. 

Ensuite, ce dernier est condensé avec de l’oxaloacétate pour obtenir du citrate via 

une citrate synthase. Le citrate quitte alors son cycle afin d’être dirigé vers le cytosol 

via un transporteur à travers la membrane mitochondriale. Une fois dans le cytosol, 

celui-ci est clivé en acétyl-CoA et en oxaloacétate grâce à une ATP citrate lyase. 

L’oxaloacétate cytosolique est ensuite transporté vers la mitochondrie sous la forme 
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de malate, grâce à une malate déshydrogénase et participe ainsi au cycle de Krebs 

(Figure 7)236,245.  

 

La biosynthèse des AG s’effectue avec l’acétyl-CoA qui est carboxylé en 

malonyl-CoA à l’aide de NADPH (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) et 

en présence d’acétyl-CoA-carboxylase246,247. Puis, ce malonyl-CoA subit plusieurs 

étapes d’élongation qui permet d’allonger la chaîne des AG par paire de 

carbones248,249. L’élongation se poursuit jusqu’à la formation de l’acide palmitique 

(C16 :0) qui peut à son tour donner lieu à d’autres AG saturés à chaîne longue et/ou 

à des réactions de désaturation donnant lieu à des AG insaturés à chaîne longue 

(Figure 7)231. 

 

Une fois cette biosynthèse achevée, les AG forment des TG, représentant la 

plus grande source d’énergie chez les animaux ainsi que la forme majeure de 

stockage de ces molécules236. Par la suite, les TG peuvent subir une lipolyse 

permettant de libérer les AG. Ces derniers circulent alors dans le plasma et peuvent 

être récupérés comme source d’énergie par diverses cellules via une étape 

d’oxydation donnant lieu à de l’ATP (adénosine triphosphate)236,250.  
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Figure 7 : Biosynthèse des acides gras chez les animaux. (A) Biosynthèse des acides gras à 
chaîne courte (AGCC). (B) Biosynthèse des acides gras à chaîne moyenne et longue (AGCM et 
AGCL), figure adaptée d’après Kimura I et al., 2020236.  

 

C. Apport de ces acides gras sur la composition du microbiote et sur la 

santé 

 

L’alimentation et notamment les fibres alimentaires représentent une source 

d’énergie essentielle pour le microbiote. D’ailleurs, ce sont les bactéries anaérobies 

qui activent leur machinerie contenant des mécanismes, des voies métaboliques et 

des enzymes permettant de métaboliser les fibres afin d’obtenir de nombreux 

nutriments251. Les AG provenant de l’alimentation sont principalement présents sous 

forme de TG. Ils proviennent des graisses animales ou végétales notamment pour 

les acides gras à chaîne moyenne ou longue (Figure 8A). Pour les AGCC, ils sont 
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présents à la fois dans les aliments fermentés mais sont principalement issus de la 

fermentation des fibres par le microbiote intestinal (Figure 8B)236.  

 

En parallèle, des études révèlent qu’une accumulation de graisses dans le 

corps, liée à une prédisposition génétique et à un manque d’activité physique, peut 

aussi être influencée/aggravée par un ratio déséquilibré en AG240,252,253. Bien que les 

AG alimentaires présentent un effet sur la composition du microbiote intestinal, les 

mécanismes impliqués restent cependant à préciser254–256. 
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Figure 8 : Illustration de l’apport alimentaire en acide gras chez l’Homme. (A) Obtention des 
acides gras à chaîne courte (SCFA ; AGCC) via la fermentation des fibres alimentaires par diverses 
bactéries intestinales. (B) Absorption des triglycérides (TG) et des acides gras (FA ; AG) des graisses 
animales ou végétales. Ces derniers subissent une digestion par lipase permettant d’obtenir des 
acides gras « libres » avant de circuler sous la forme de chylomicrons et d’influencer l’homéostasie de 
l’organisme, figure adaptée d’après Kimura I et al., 2020236.  
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4. Les acides gras à chaîne courte 

 

Les AGCC sont des composés dont la chaîne alkyle est inférieure à 6 

carbones (Figure 9). On retrouve donc les acides acétique (C2 :0), propionique (C3 

:0), butyrique (C4 :0) et valérique (C5 :0)257. Ces AGCC sont produits par 

fermentation des fibres alimentaires et représente l’une des activités la plus 

importante du microbiote intestinal258,259. Parmi ces derniers, les plus abondants sont 

le butyrate, l’acétate et le propionate240,260. En termes de localisation, les acides 

acétique, propionique et butyrique ou encore l’acétate et le propionate sont 

principalement retrouvés dans l’intestin. Dans le cas du butyrate, il est quant à lui 

retrouvé essentiellement au sein du côlon et du cæcum164,261. Après leur production, 

ces derniers sont absorbés par les cellules épithéliales de l’intestin ou du côlon de 

différentes manières (diffusion non ionique, transport médié ou par échange)262. Ces 

molécules sont alors dirigées dans la veine mésentérique supérieure ou inférieure, 

selon leur localisation au sein du tractus digestif, avant de passer dans la veine porte 

puis dans le foie263. Ils peuvent également passer par une autre voie impliquant la 

veine cave inférieure pour jouer un rôle clé dans la circulation205. Ces derniers 

détiennent un rôle essentiel dans la régulation du métabolisme, du système 

immunitaire, influencent le système nerveux autonome et la sécrétion d’hormones 

intestinales ou exercent encore des effets anti-prolifératifs sur les cellules 

cancéreuses238,251,257,261,264. 
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Figure 9 : Principaux acides gras saturés à chaîne courte, figure adaptée d’après Ueyama J et al., 

2020265. 

 

Ces AGCC sont essentiellement reconnus par des récepteurs couplés aux 

protéines G. Parmi les récepteurs impliqués dans leur reconnaissance, on retrouve le 

récepteur GRP41/FFAR3 (G-protein coupled receptor 41/free fatty acid receptor 3), 

le récepteur GRP43/FFAR2 (G-protein coupled receptor 43/free fatty acid receptor 2) 

ou encore le récepteur « GRP109A ». Ces derniers se situent dans les cellules 

épithéliales intestinales, dans certaines cellules du système immunitaire ou encore 

dans les adipocytes257. 

  

Certaines études sur des modèles murins de colites chimio-induites montrent 

la présence d’un lien entre ces métabolites bactériens et le développement des MICI 

ou du CCR. En effet, comme évoqué précédemment, la fermentation des fibres 

alimentaires par certaines bactéries donne lieu à des AGCC cruciaux pour 

l’homéostasie du côlon et de sa muqueuse. Ainsi, ces derniers sont capables 

d’influencer la barrière épithéliale et l’inflammation intestinale57,101. D’autre part, il a 

été montré qu’au cours d’une cancérogenèse colique, une variation au sein de la 

diversité de ces métabolites bactériens est observée. Ainsi, cette variation est 

corrélée à une augmentation de certains métabolites délétères comme les composés 

azotés au détriment des métabolites protecteurs comme le butyrate101,160,266,267. 
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Cependant, l’un des composés le mieux décrit dans la littérature reste l’acide 

butyrique. Il est connu pour exercer des effets bénéfiques et protecteurs au niveau 

colique en maintenant l’intégrité des muqueuses, en renforçant la fonction de la 

barrière intestinale, en inhibant les processus de carcinogenèse et en exerçant des 

propriétés anti-inflammatoires. Ces propriétés sont médiées par des effets sur 

l’immunité, la modulation épigénétique et l’expression de certains gènes comme ceux 

codant les mucines57,121. Le butyrate joue aussi un rôle essentiel dans le maintien de 

l’homéostasie intestinale et protège contre les colites. Les effets anti-inflammatoires 

du butyrate s’effectuent en régulant à la hausse la sécrétion de la cytokine anti-

inflammatoire IL-10, par une production accrue des cellules T reg ainsi que par un 

approvisionnement en énergie des cellules épithéliales121,268. D’autres données 

expérimentales obtenues sur un modèle de CCR associé à une colite chimio-induite 

par DSS chez le rat, démontrent que l’augmentation de la butyrogenèse est liée à 

une expression accrue du récepteur GRP43/FFAR2. L’expression accrue de ce 

récepteur amène alors à une inhibition de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2), du facteur 

NF-κB ainsi que de l’expression de certaines cytokines pro-inflammatoires comme 

l’IL-1β ou le TNFα, conduisant à une réduction de l’inflammation57,269. D’autres 

propriétés biologiques ont été rapportées pour le butyrate telles qu’une activité 

inhibitrice sur l’histone désacétylase, lui permettant d’induire la différenciation des 

cellules T reg via une acétylation accrue de la protéine FOXP3270,271. Dans un 

modèle murin de colite dépendant des cellules T (induite par un transfert adoptif de 

cellules CD4(+) CD45RB(hi) chez des souris Rag1(-/-)), l’ajout du butyrate joue un 

rôle bénéfique dans l’atténuation de la colite tout en mettant en évidence une 

augmentation des cellules T reg272. Des données cliniques montrent aussi une 

réduction du butyrate ainsi que d’autres AGCC dans les extraits fécaux des patients 

atteints de MC ou de RCH273–275. Il est intéressant de souligner que ces résultats 

sont en cohérence avec la diminution de certaines bactéries productrices de 

butyrate, comme F. prausnitzii, observée lors de la dysbiose des patients atteints de 

MICI217,276. Ces données suggèrent alors une corrélation entre l’inflammation, la 

composition du microbiote intestinal et le métabolisme lipidique, cet effet peut 

s’exercer à la fois au niveau local mais également au niveau systémique277,278. 
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Des propriétés anti-inflammatoires et des effets antimicrobiens comparables à 

ceux du butyrate ont été également rapportés pour les acides lactique, acétique et 

propionique138,279.  

 

5. Les acides gras à chaîne moyenne 

 

Les acides gras à chaîne moyenne (AGCM) sont des composés dont la 

chaîne alkyle est constituée de 6 à 12 carbones240. Parmi ces derniers, les plus 

répandus sont l’acide caproïque (C6 :0) ; caprylique (C8 :0) ; caprique (C10 :0) et 

laurique (C12 :0) (Figure 10)280. Sur le plan de la nutrition, ils se retrouvent 

essentiellement présents dans le lait animal, la noix de coco ou encore dans l’huile 

de palme281–283. En termes de reconnaissance, ces AGCM sont essentiellement 

reconnus par le récepteur GRP40/FFAR1236.  

 

 

Figure 10 : Principaux acides gras à chaîne moyenne, figure adaptée d’après Jackman JA et al., 

2020280. 

 

Ces AGCM sont capables d’intervenir dans la régulation de la synthèse 

protéique, d’agir sur les rôles de l’insuline, d’induire notamment la satiété, 

d’augmenter l’activité des enzymes des muqueuses intestinales ou encore d’exercer 

des effets immunomodulateurs240,280,284. De plus, diverses études in vitro soulignent 

des propriétés immuno-modulatrices de ces AGCM285–287. Des activités 

antimicrobienne, antivirale et antifongique leur ont également été attribuées280,288,289.  

 



Page 65 sur 259 
 

En termes de nutrition clinique, les AGCM ont été introduits dans les années 

1950. Leurs propriétés en termes d’absorption rapide et de solubilité en font des 

molécules de choix pour le traitement diététique des syndromes de 

malabsorption290,291.  En effet, après hydrolyse, ils sont absorbés au sein du système 

gastro-intestinal avant d’être transportés, par la veine porte, directement dans le foie 

où ils sont rapidement métabolisés via une β-oxydation291. Au niveau expérimental, il 

a été montré chez des porcelets sevrés que l’introduction d’une alimentation riche en 

AGCM modifie significativement la biodiversité du microbiote intestinal ainsi que la 

composition des métabolites bactériens qui en dérivent292. Une autre étude 

expérimentale chez le porc met en évidence des propriétés anti-inflammatoires de 

l’acide caprique passant par une diminution de la production de TNFα et d’IL-6, tout 

en stimulant la barrière épithéliale293. C’est également le cas dans une étude où 

l’acide caprylique exerce un effet bénéfique sur la barrière épithéliale intestinale en 

renforçant l’expression et la sécrétion de certains peptides antimicrobiens tels que 

les β-défensines tout en réduisant la translocation bactérienne294. En parallèle, une 

autre étude expérimentale impliquant des souris C57BL/6 montre qu’un régime riche 

en AGCM diminue le ratio Firmicutes sur Bacteroidetes contribuant à une perte de 

poids avec un effet protecteur contre l’obésité. De plus, les souris bénéficiant de ce 

régime montrent aussi une augmentation importante en AGCC dans leurs selles295. 

En revanche, une diminution de ce ratio ainsi que le maintien des Bifidobacterium 

spp. et des Lactobacillus spp. sont corrélés à la production d’AGCC240,296–298. 

D’autres données montrent justement que les AGCC, comme l’acétate ou le lactate, 

sont majoritairement produits par des bactéries comme les Bifidobacterium spp. ou 

les Lactobacillus spp., avec des effets préventifs sur l’obésité, le diabète ou les 

MICI299–302.  

 

En dépit de l’accumulation de ces données expérimentales montrant les effets 

bénéfiques des AGCM, peu d’études cliniques mentionnent leurs effets bénéfiques 

sur la modulation du microbiote intestinal ou sur les troubles métaboliques (l’obésité 

ou les MICI). 
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6. Les acides gras à chaîne longue 

  

Les acides gras à chaîne longue (AGCL) sont des composés dont la chaîne 

alkyle est supérieure à 13 carbones240. En revanche, ces derniers sont absorbés 

différemment par rapport aux AGCC ou AGCM. En effet, leur absorption est réalisée 

au niveau des villosités intestinales où ils sont réassemblés en TG. Ensuite, ces 

derniers sont entourés de cholestérol et de protéines formant des apolipoprotéines 

nommées « chylomicrons ». Puis, leur transport s’effectue dans un canal 

lymphatique via les chylomicrons (Figure 8B). Ils passent alors du canal thoracique à 

la circulation systémique236. Les AGCL peuvent être divisés en plusieurs sous-

catégories : les saturés (pas de double liaison) ou les insaturés comprenant les 

mono-insaturés (1 double liaison) et les poly-insaturés (≥ 2 doubles liaisons)303. 

Parmi les récepteurs impliqués dans leur reconnaissance, on retrouve les récepteurs 

GRP40/FFAR1 et GRP120/FFAR4236.  

 

A. Les acides gras saturés 

 

Parmi ces derniers, les plus répandus notamment dans l’alimentation sont les 

acides myristique (C14 :0), palmitique (16 :0) et stéarique (C18 :0) (Figure 11)240. 

Les AGCL saturés rentrent dans la composition du lait animal, de la noix de coco, de 

l’huile d’olive ou encore de l’huile de palme237,282,283. De surcroît, le régime dit 

« occidentalisé », constitué essentiellement d’aliments transformés et de viande, est 

riche en AGCL saturés. Or, cette alimentation provoque un surplus d’apport en 

graisse créant un déséquilibre du métabolisme aboutissant à la prise de poids et à 

des maladies inflammatoires304. Par exemple, il a été mis en évidence que l’acide 

palmitique peut favoriser l’inflammation305. 

 

Les études expérimentales portant sur un apport riche en AGCL saturés 

mettent en évidence un effet notable sur le microbiote intestinal avec notamment une 

augmentation du ratio Firmicutes sur Bacteroidetes. Dans les modèles murins, il a 

été possible de montrer que ce régime alimentaire est corrélé à une augmentation du 

développement de l’obésité, de la prise de poids ainsi qu’un effet pro-inflammatoire 

au niveau intestinal306,307. 
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Figure 11 : Principaux acides gras saturés à chaîne longue, figure adaptée d’après Tvrzicka E et 

al., 2011237 et d’après Rioux V, Pédrono F, Legrand P, 2010308. 

 

B. Les acides gras monoinsaturés  

 

Dans des conditions physiologiques saines, les AGCL saturés peuvent subir 

une désaturation qui se déroule dans le réticulum endoplasmique. Cette 

désaturation, réalisée par une acide gras désaturase, donne lieu à une double liaison 

entre les atomes de carbone. Ainsi, l’acide palmitique peut être transformé en acide 

palmitoléique (C16 :1) par désaturation. Il peut aussi être transformé en acide 

stéarique par élongation suivi d’une désaturation pour donner l’acide oléique (C18 :1) 

(Figures 12 et 13)240. Les AGCL monoinsaturés peuvent donc être synthétisés de 

novo chez l’Homme231. Ces derniers ont de nombreuses activités comme la capacité 

de réduire l’inflammation, le stress oxydatif, servir de médiateurs dans la 

différenciation cellulaire ou encore d’améliorer l’homéostasie du glucose309,310. 
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Figure 12 : Illustration de la biosynthèse des acides gras monoinsaturés à chaine longue, figure 
adaptée d’après Piccinin E et al., 2019309.  
 

 

 

Figure 13 : Principaux acides gras monoinsaturés à chaîne longue, figure adaptée d’après 

Tvrzicka E et al., 2011237 et d’après Sansone A et al., 2016311. 

 

 Parmi les AGCL monoinsaturés, l’acide oléique semble être le plus abondant 

au sein de notre apport alimentaire ainsi que dans la muqueuse colique312. Il 

représente entre 50 et 80% des AG totaux issus de l’huile d’olive qui est la principale 

source de lipides dans le régime méditerranéen309. Cette molécule peut aussi être 

synthétisée de manière endogène par l’organisme. L’enzyme impliquée dans sa 

production est la stéaroyl-CoA désaturase 1309. L’acide oléique montre un rôle 

bénéfique dans de nombreuses maladies comme les maladies coronariennes ou 

encore le cancer309. Il possède également une forte activité immunomodulatrice. En 

effet, une étude démontre que l’acide oléique est capable d’inhiber la prolifération 



Page 69 sur 259 
 

des cellules T ainsi que la production de certaines cytokines comme l’IL-2 et 

l’IFNγ313. D’autres données mettent aussi en évidence que l’acide oléique permet 

d’augmenter l’activité fongicide des macrophages murins sur C. albicans314. De 

même, une étude de Padovese R & Curi R, montre que cette molécule augmente 

également l’activité fongicide et la phagocytose des neutrophiles sur C. albicans315.  

 

Une étude expérimentale s’est intéressée à l’impact de l’ajout d’acide oléique 

dans un modèle in vitro d’inflammation intestinale. Dans cette étude, il a été montré 

que l’ajout de l’acide oléique permet de diminuer l’expression d’ICAM-1 (molécule 

d’adhésion intercellulaire 1) dont l’expression est fortement accrue lors des réactions 

inflammatoires312. Une autre étude expérimentale impliquant l’acide stéarique 

démontre un effet inverse de celui-ci en augmentant l’expression d’ICAM-1 ainsi que 

l’activation du NF-κB dont les effets sont réversibles lors de l’ajout de l’acide 

oléique316. D’un point de vue clinique, il est intéressant de noter que chez les patients 

atteints de MICI, une diminution des proportions d’acide oléique et d’acide 

palmitoléique est observée au niveau colique317. 

 

C. Les acides gras polyinsaturés 

 

L’organisme humain peut également produire des AGCL polyinsaturés, sauf 

pour deux d’entre eux. En effet, comme précisé auparavant, notre organisme ne 

possède pas toutes les désaturases nécessaires à la biosynthèse de l’ensemble des 

AG. C’est notamment le cas pour celles permettant d’insérer une double liaison en 

position 3 ou en position 6231. Ces deux AGCL polyinsaturés sont donc des 

molécules essentielles, qui jouent un rôle clé pour la santé de l’Homme318. Il faut 

également souligner que l’on parle d’AG essentiels car ils ne peuvent pas être 

synthétisés de novo par l’organisme et passe principalement par un apport 

alimentaire236. 

 

Parmi ces AGCL polyinsaturés, deux grandes familles sont représentées : 

celle dont le précurseur est l’acide α-linolénique et celle dont le précurseur est l’acide 

linoléique319. Dans le cas de l’acide α-linolénique, les doubles liaisons sont séparées 

par 3 atomes de carbone de l’extrémité méthyle, d’où la famille des oméga-3. Alors 

que dans le cas de l’acide linoléique, les doubles liaisons sont séparées par 6 
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atomes de carbone de l’extrémité méthyle, d’où la famille des oméga-6236. Ces AG 

essentiels subissent alors diverses réactions de désaturation et d’élongation mettant 

en jeu de nombreuses étapes enzymatiques. Parmi les principaux AG issus de ces 

deux familles, on retrouve l'acide eicosapentaénoïque (EPA) et l'acide 

docosahexaénoïque (DHA), lorsque le précurseur est l’acide α-linolénique (n-3), 

alors que dans le cas de l’acide linoléique (n-6), ces étapes donnent naissance à 

l’acide arachidonique (Figure 14)320. Il est important de souligner que l’EPA et le DHA 

sont faiblement synthétisés et nécessitent aussi un apport exogène par 

l’alimentation.  

 

Par la suite, ces molécules seront soumises à l’action de trois classes 

d’enzymes : la cyclooxygénase qui produit les prostaglandines et thromboxanes ; la 

lipooxygénase qui produit les leucotriènes et la lipoxine ; l’époxydase qui produit 

l’acide époxyeicosatriénoïque321. L’ensemble de ces réactions enzymatiques donne 

naissance à des médiateurs inflammatoires et des molécules de signalisation. Parmi 

ces médiateurs, on trouve principalement les eicosanoïdes comme les leucotriènes, 

les prostaglandines ou les thromboxanes. On retrouve aussi des molécules anti-

inflammatoires comme les résolvines, les protectines ou encore les marésines 

(Figure 12)322.  
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Figure 14 : Métabolismes des acides gras polyinsaturés n-3 et n-6, figure adaptée d’après 

Harwood J et al., 2019322.  

 

Ainsi, il est important de souligner que l’acide linoléique est le précurseur de 

puissants médiateurs pro-inflammatoires des eicosanoïdes comme la prostaglandine 

2 ou le leucotriène B4236. Ces derniers sont alors impliqués dans les processus 

inflammatoires puisqu’ils ont une action chimiotactique, favorisent l’agrégation 

plaquettaire et induisent la production de cytokines pro-inflammatoires comme le 

TNFα, l’IL-1β ou encore l’IL-6321. A l’inverse, l’acide α-linolénique est le précurseur de 

molécules comme la prostaglandine 3 ou le leucotriène B5, ainsi que d’autres petites 

molécules récemment identifiées et impliquées dans la résolution de l’inflammation 

comme les résolvines, les protectines ou encore les marésines236,323. Ces molécules 

ont alors un rôle antagoniste des médiateurs pro-inflammatoires en diminuant la 

durée de l’inflammation, en stimulant la cicatrisation des lésions et en augmentant la 

libération de cytokines anti-inflammatoires321. Au-delà des molécules impliquées 

dans la modulation de l’inflammation comme les marésines ou résolvines issues des 

n-3, il a été montré que les n-3 peuvent directement modifier l’activité de certains 

facteurs de transcription comme diminuer l‘activation de NF-κB, qui a des propriétés 

pro-inflammatoires, ou augmenter la transcription de PPARу (Peroxisome 
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proliferator-activated receptor), qui a des propriétés anti-inflammatoires324,325. Ils 

peuvent aussi moduler certains récepteurs membranaires comme TLR4321.  

 

Les recherches pour définir une corrélation entre ces molécules et les MICI 

ont débuté depuis les années 1980/1990. Une étude sur un modèle murin montre 

qu’une administration d’oméga-3 permet de réduire l’infiltration des cellules 

immunitaires et d’améliorer la dysbiose via une augmentation importante des 

Lactobacilles et des Bifidobactéries326. Ces résultats sont corroborés par une étude 

clinique qui révèle qu’un apport journalier des EPA (4g/jour), pendant 12 semaines à 

des patients atteints de RCH, permet une amélioration des symptômes liés à une 

baisse de la production en leucotriène B4327. 

 

D’un point de vue épidémiologique, il a été montré un lien entre la 

consommation des AGCL polyinsaturés et le développement de l’inflammation 

intestinale53,328,329. Ces données sont en cohérence avec l’augmentation de 

l’incidence des MICI dans les populations à régime alimentaire « occidentalisé ». Ce 

régime caractérisé par une abondance des AGCL saturés est réputé pour avoir un 

ratio n-6 sur n-3 élevé53,303,322,329. Ces observations sont d’autant plus originales qu’il 

a été montré récemment qu’il existe une relation entre le polymorphisme génétique 

de CYP4F3 (gène de la leukotriene-B(4) omega-hydroxylase 2) et une altération de 

la proportion des AGCL polyinsaturés n-6/n-3 prédisposant au développement de 

l’inflammation intestinale associée à la MC. Le gène CYP4F3 est exprimé dans les 

cellules immunitaires de l’intestin et représente un modulateur clé du processus 

inflammatoire de par sa capacité à inactiver les leucotriènes B4330. 

 

D. Les acides gras « trans » 

 

Les AGCL « trans » sont des isomères stériques des AGCL insaturés « cis ». 

Des études épidémiologiques ont montré que la consommation importante de ces 

AG est un facteur de risque pour le développement de plusieurs processus 

pathologiques dont les MICI241,243,331. 
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Les mécanismes par lesquels ces AG affectent l’inflammation intestinale 

commencent juste à être explorés. Les travaux récents de Higashimura Y et al. 

montrent que l’élaïdate, un isomère trans de l’oléate, augmente la production d’IL-1β 

ainsi que l’activation de l’inflammasome NLRP3 au sein des macrophages murins 

dérivés de la moelle osseuse. Cette même étude révèle que l’administration de 

l’élaïdate aux souris souffrant de colite TNBS (acide 2,4,6-trinitrobenzène sulfonique) 

induite augmente drastiquement les dommages et la production de l’IL-1β colique331. 

 

Ainsi, malgré une meilleure compréhension des interactions établies entre 

l’hôte, le microbiote intestinal et ses dérivés métaboliques, il reste beaucoup de 

zones d’ombre autour de l’implication des métabolites lipidiques dans le 

déclenchement des processus inflammatoires ainsi que la régulation de l’équilibre 

pro- et anti-inflammatoire au niveau intestinal. Il reste également à définir la relation 

entre la biosynthèse de certains de ces métabolites et la régulation des 

communautés microbiennes qui assurent l’homéostasie intestinale56,238,332,333.  
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Partie 4 : Candida spp 

 

1. Généralités 

 

Les études expérimentales et cliniques de ces deux dernières décennies 

suggèrent que le microbiote intestinal contribue à la santé métabolique de l’Homme 

et influence le risque de multiples maladies155. Elles ont permis de préciser la 

composition du microbiote intestinal aussi bien par les méthodes conventionnelles de 

culture mais également par les approches métagénomiques. Ce microbiote est 

constitué de bactéries, des archées, des bactériophages, des virus et des 

champignons334. Parmi les micromycètes composant le microbiote intestinal, nous 

retrouvons notamment les espèces du genre Candida spp. Ce sont des 

champignons microscopiques levuriformes unicellulaires qui appartiennent au 

phylum des Ascomycota, de l’ordre des Saccharomycetales et de la classe des 

Saccharomycetes335–337. Ces levures se reproduisent par bourgeonnement et sont 

généralement retrouvées sous une forme de blastoconidie dont le diamètre se situe 

entre 2 et 8 µm338.  

 

Les espèces du genre Candida colonisent naturellement la peau, les 

muqueuses génitales et gastro-intestinales de l’Homme. D’ailleurs, la présence de 

ces espèces se retrouvent chez environ 30 à 70% des individus en bonne santé339. A 

l’état commensal chez le sujet sain, ces espèces ne sont pas associées à des 

dommages tissulaires. Ces levures sont des opportunistes et peuvent devenir des 

pathogènes sous certaines conditions physiopathologiques comme une altération du 

microbiote intestinal, de la muqueuse digestive ou d’un déficit immunitaire inné ou 

acquis339. Ces conditions permettent la prolifération des levures et leur translocation 

à travers la barrière épithéliale intestinale105. 

 

L’incidence des infections causées par les levures Candida a 

considérablement augmenté depuis le début des années 2000, en lien 

principalement avec la progression du nombre accru de patients immunodéprimés et 

du vieillissement de la population. Il faut également souligner que cette incidence 

croissante est mondiale avec des taux de mortalité allant de 10 à 70 % selon les 

populations concernées340,341. Malheureusement, l’importance et la gravité des 
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candidoses nosocomiales ont été lourdement sous estimées jusque dans les années 

1990 où des études épidémiologiques de grande ampleur ont finalement mis en 

évidence que les espèces du genre Candida arrivaient au 4éme rang des agents 

infectieux responsables de septicémies12,342. Elles arrivent également au 1er rang en 

termes de mortalité avec un taux élevé pouvant atteindre 50%. De surcroît, ces 

levures pathogènes sont à l’origine d’un surcoût médico-économique non 

négligeable12,343–345. 

 

2. Physiopathologie des candidoses  

 
Chez l’Homme, les espèces du genre Candida, surtout C. albicans, colonisent 

principalement la muqueuse du tractus digestif et des voies génitales. Ces levures 

peuvent être responsables de deux formes cliniques bien distinctes : 

 

i) Les infections superficielles avec notamment les candidoses vaginales qui 

touchent au moins une fois au cours de leur vie 75% des femmes et dont 50% 

d’entre elles connaissent au moins un second épisode infectieux. Cette entité 

englobe aussi les candidoses cutanées, ungéales et les candidoses oro-pharyngées. 

Ces dernières touchent 90% des patients atteints par le virus de l’immunodéficience 

humaine au cours du stade SIDA (Syndrome d’immunodéficience acquise)12,346. 

ii) Les candidoses invasives (CI), qui sont moins fréquentes que les infections 

superficielles mais bien plus graves. D’autant plus que la translocation puis la 

dissémination de ces levures à travers la circulation sanguine peut affecter de 

nombreux organes comme le rein, la rate ou encore le foie et devenir mortelle, on 

parle de candidose disséminée. Ces infections représentent alors l’une des 

principales causes de mortalité au sein des soins intensifs. Les CI nécessitent alors 

un suivi des patients et un diagnostic précis le plus précocement possible afin qu’un 

traitement approprié soit mis en place selon l’état du patient et la sensibilité aux 

antifongiques du pathogène responsable de l’infection347,348. 

 

Des facteurs de risque communs sont connus pour être impliqués dans le 

développement de ces infections plus ou moins profondes. Parmi ces facteurs, on 

retrouve les séjours prolongés en réanimation, les actes médico-chirurgicaux, les 

sondes urinaires, les cathéters veineux centraux, les polytraumatismes, 
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l’immunosuppression sévère, la neutropénie ou encore les chimiothérapies 

anticancéreuses12,339,349. A elles seules, C. albicans, C. glabrata, Candida tropicalis, 

Candida parapsilosis et Candida krusei sont responsables de plus de 90 % des 

épisodes de CI, même si plus de 150 espèces ont été identifiées en pathologie 

humaine (Figure 15)350. C. albicans et C. glabrata restent majoritaires dans la plupart 

des études publiées à travers les 5 continents et seraient responsables de plus de 

400 000 décès annuellement à travers le monde. Ces deux espèces représentent 

d’excellents modèles pour étudier la physiopathologie des CI337,341,351. Il est à noter 

que l’arsenal thérapeutique disponible pour la prise en charge des patients atteints 

de CI demeure encore limité et que les pratiques médicales ont fait évoluer l’écologie 

locale en faveur des espèces non-albicans. Cette évolution est également marquée 

par l’émergence de souches résistantes aux azolés (C. glabrata), aux 

échinocandines (Candida parapsilosis) voire même à tous les antifongiques comme 

c’est le cas de Candida auris348,352. 

 

 

Figure 15 : Répartition des espèces de levures retrouvées au sein d’isolats cliniques. C. 
albicans représente près de la moitié des espèces fongiques retrouvées (52.1%), suivie de C. glabrata 
(28%), de Candida krusei (4.8%), de Candida parapsilosis (4.2%) et de Candida tropicalis (4.1%). Les 
autres espèces fongiques ne représentent qu’environ 6.9% des espèces retrouvées, figure adaptée 
d’après Arendrup MC et al., 2013353. 

 

3. Les facteurs de virulence 

 

Les levures du genre Candida présentent un large panel de facteurs de 

virulence. De par leur prévalence en pathologie humaine, les modèles les plus 

étudiés sont ceux de C. albicans et de C. glabrata337. Ces deux levures présentent 

des facteurs de virulence communs mais elles demeurent différentes sur plan 

phylogénétique et phénotypique341,351,354. 
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A. Les facteurs de virulence de C. albicans   

 

Dans le cas de C. albicans, nous retrouvons de nombreux facteurs de 

virulence tels que le dimorphisme permettant de passer d’une forme de blastoconidie 

à une forme hyphale qui est beaucoup plus invasive, la formation d’un biofilm, le 

fitness lui permettant une adaptation rapide à son environnement, la sécrétion 

d’enzymes hydrolytiques ou encore l’expression de protéines spécifiques 

nommées adhésines et invasines (Figure 16).  

 

Plus précisément, C. albicans peut sécréter des adhésines assurant 

l’interaction de C. albicans avec les cellules hôtes. Les plus étudiées parmi ces 

dernières sont les protéines Als (Agglutinin like sequences), qui est une famille 

d’adhésines constituée de 8 membres, dont notamment l’Als3 qui est la plus 

importante pour l’adhésion. On retrouve également la famille de Hwp1 (Hyphal wall 

protein 1), une autre adhésine importante, permettant de favoriser la colonisation et 

l’invasion349. En effet, ces protéines vont permettre aux levures d’adhérer aux 

cellules épithéliales via des liaisons covalentes ou non355 en interagissant avec des 

protéines de l’hôte comme la E-cadherine ou la N-cadherine106,356–358. Il a également 

été démontré que ces deux adhésines (Als3 et Hwp1) peuvent contribuer à la 

formation de biofilm359. En parallèle, C. albicans peut utiliser d’autres protéines de 

surface cellulaire permettant les interactions avec l’hôte comme les invasines. Parmi 

celles-ci, les plus étudiées sont Als3 ou encore Ssa1, un membre de la famille des 

protéines dites « heat shock protein 70 », qui sont capables de se lier aux E-

cadherines de l’hôte et d’induire l’endocytose360–362. En parallèle, C. albicans peut 

adhérer et envahir la barrière épithéliale grâce à une activité protéolytique passant 

par des protéines de la famille des SAPs (secreted aspartyl proteinases), des 

phospholipases ou encore des lipases. Ce sont des enzymes hydrolytiques capables 

de digérer des molécules ou des médiateurs de l’immunité afin de résister aux 

défenses de l’hôte ou encore de déformer les membranes cellulaires permettant de 

faciliter l’adhésion et l’invasion tissulaire363,364. Ces enzymes peuvent aussi dégrader 

les E-cadherines des jonctions serrées permettant à la levure de circuler à travers 

celles-ci365,366. 



Page 78 sur 259 
 

 

Ce large panel de facteurs de virulence permet donc à C. albicans d’utiliser 

différentes stratégies pour coloniser puis envahir les cellules hôtes comme 

l’endocytose induite ou encore la pénétration active. Ainsi, dans le cas de 

l’endocytose, la levure exprime des protéines de surface cellulaire permettant les 

interactions avec l’hôte comme les adhésines et les invasines. A l’inverse, la 

pénétration active nécessite que C. albicans soit sous forme hyphale, bien que les 

facteurs de virulence et les mécanismes mis en œuvre par la levure soient encore 

l’objet de recherches actives349. Pour beaucoup d’experts, le passage sous forme 

hyphale semble être essentiel pour traverser l’épithélium intestinal ainsi que pour 

réaliser l’invasion tissulaire. En revanche, la forme blastoconidie serait nécessaire 

pour la dissémination106. Ainsi, la transition du commensalisme vers la pathogénicité 

peut être divisée en 3 étapes majeures : l’adhésion à la muqueuse et la prolifération 

fongique, l’invasion des tissus sous-jacents et enfin la dissémination systémique par 

la voie hématogène. Néanmoins, il n’est pas encore bien défini si la levure initie ces 

diverses étapes de manière continue ou s’il s’agit d’un processus régulé339. 

 

Par ailleurs, C. albicans est capable de s’adapter aux conditions de stress 

extrême imposées par l’environnement tissulaire, les médiateurs de l’immunité innée 

et adaptative et les cellules phagocytaires productrices de ROS ou des espèces 

réactives de l’azote, contribuant à sa virulence. En réponse, C. albicans est capable 

de sécréter des molécules de détoxification telles que des superoxydes dismutases 

Sod1 et Sod5 ou encore la catalase Cta1349. 

 

B. Les facteurs de virulence de C. glabrata  

 

Dans le cas de C. glabrata, il s’agit d’une levure monomorphique dont le 

génome est haploïde351. La plupart des mécanismes d’invasion tissulaire de ce 

pathogène ne sont pas définis même s’il est communément supposé que cette 

espèce utilise principalement l’endocytose des cellules hôtes (Figure 16)351,367. 

D’ailleurs, les principaux facteurs de virulence de C. albicans tels que la formation 

d’hyphe ou encore l’activité protéinase sécrétée, connus pour être impliqués dans sa 

pathogénicité, ne sont pas présents chez C. glabrata. A l’inverse, certains facteurs de 

virulence de C. glabrata ne se retrouvent pas chez C. albicans, c’est le cas 
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notamment de la régulation par la chromatine des gènes codant des adhésines de la 

famille des EpA (epithelial adhesin). Néanmoins, leurs stratégies d’adaptation et 

d’opportunisme restent assez similaires et partagées. Effectivement, ces deux 

espèces montrent des similitudes notamment en termes de plasticité phénotypique 

avec notamment une large amplitude d’adhésines ou encore dans la structure de 

leurs populations368.  

 

L’un des facteurs de virulence chez C. glabrata est sa capacité à pouvoir 

adhérer à différents types de cellules hôtes, aux microorganismes ainsi qu’aux 

surfaces abiotiques comme le matériel médical (cathéters centraux ou sondes 

urinaires)369,370. Pour cela, C. glabrata fait appel à un large panel de protéines de la 

paroi cellulaire qui sont toutes ancrées par l’intermédiaire du glycosylphosphatidyl-

inositol (GPI). Les adhésines dont la plus grande famille est celle des EpA sont 

impliquées dans les interactions avec l’hôte ou encore dans la formation de 

biofilms371,372. C’est Epa1 qui est la principale adhésine impliquée dans l’adhérence 

aux cellules de l’hôte telles que les cellules épithéliales, endothéliales et 

immunitaires369. Cette levure possède aussi d’autres protéines impliquées dans 

l’adhérence telles que Awp, Aed ou encore Pwp373,374. D’autres sous-familles 

d’adhésines permettent aussi à C. glabrata d’adhérer sur C. albicans afin de pouvoir 

coloniser l’épithélium et former un biofilm. D’ailleurs, une étude montre que les gènes 

EPA8, EPA19, AWP2 et AWP7 codent des protéines de la paroi cellulaire de C. 

glabrata qui sont impliquées dans l’adhésion aux hyphes de C. albicans375. Enfin, elle 

exprime des protéines impliquées dans le remodelage de la paroi cellulaire comme 

celles de la famille des protéases aspartiques appelées yapsines, permettant 

d’échapper aux défenses immunitaires351.  

 

En parallèle, cette levure possède aussi une très vaste plasticité génomique. 

En effet, le nombre et la séquence des gènes, notamment ceux impliqués dans les 

adhésines, varient selon la souche observée369. Ainsi, selon les souches analysées, 

on retrouve jusqu’à 25 gènes codant des EpA370,376,377.  
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Figure 16 : Illustration des stratégies d’invasion de C. albicans et de C. glabrata. C. albicans 
présentent deux mécanismes distincts d’adhésion et d’invasion des cellules épithéliales : l’endocytose 
induite ou la pénétration active sous sa forme hyphale associée à une sécrétion d’enzymes lytiques 
(inter ou intra-cellulaire). Dans le cas de C. glabrata, seule l’endocytose induite est utilisée comme 
stratégie d’invasion des cellules de l’hôte même si les mécanismes restent encore à élucider, figure 
adaptée d’après Galocha M et al., 2019351. 

 
 

4. Immunité de l’hôte face à Candida 

 
La première ligne de défense contre les espèces à Candida est constituée par 

les cellules épithéliales des muqueuses qui représentent tout d’abord une barrière 

physique face aux microorganismes378.  

 

Ces cellules possèdent des récepteurs de reconnaissance, leur permettant de 

réagir face à ces pathogènes opportunistes en produisant par exemple une variété 

de cytokines qui déclenchent le recrutement de diverses cellules phagocytaires. Ces 

récepteurs de reconnaissances se nomment « Pattern recognition receptors » 

(PRRs) et sont localisés à la surface des cellules épithéliales. Ils permettent 

d’interagir avec certaines structures microbiennes, nommées « pathogen-associated 

molecular patterns » (PAMPs), situées dans la paroi de Candida. Parmi ces PAMPs, 

nous retrouvons les mannanes, les β-1,3-glucanes ou encore la chitine379–381.  

 

 Les cellules épithéliales sont également capables de distinguer les formes 

commensales des formes opportunistes de Candida. C’est notamment le cas avec C. 

albicans où la forme hyphale active une voie MAPK différente au sein de ces cellules 

épithéliales, entraînant l’activation du facteur de transcription c-Fos et de la 

phosphatase MKP1, amenant à la libération des médiateurs pro-inflammatoires 

comme des cytokines et des chimiokines382. Ces médiateurs permettent de 

déclencher le recrutement de diverses cellules immunitaires telles que les 

neutrophiles, les macrophages ou encore les cellules dendritiques351. Il faut d’ailleurs 
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souligner qu’il existe un dialogue permanent entre les cellules épithéliales et les 

cellules immunitaires. Eyerich S et al., ont montré que les lymphocytes T helper 

possèdent un effet protecteur contre l’infection en augmentant l’intégrité des cellules 

épithéliales via une production accrue d’IL-22 et de TNFα. Cette production d’IL-22 

va à son tour induire la production de défensines par les cellules épithéliales, 

susceptibles d’éliminer ces pathogènes383.  

 

Ces mêmes cellules épithéliales sont capables de sécréter des peptides anti-

microbiens comme les β-défensines ou encore le LL-37 (un dérivé de la 

cathélicidine) dont il a été montré la production accrue par les cellules épithéliales en 

présence des neutrophiles et de Candida384–386. 

 

A. Le système immunitaire inné 

 

Le système immunitaire inné permet à la fois une réponse précoce face aux 

infections par Candida mais il stimule aussi les réponses médiées par le système 

immunitaire adaptatif387. On retrouve alors les cellules phagocytaires du système 

immunitaire inné représentées par les cellules dendritiques, les macrophages ainsi 

que par les neutrophiles351. Les phagocytes sont considérés comme le type cellulaire 

le plus efficace contre l’infection par Candida388. Néanmoins, ce sont les neutrophiles 

qui jouent un rôle déterminant dans la défense de l’hôte face à Candida au sein de la 

muqueuse mais également dans les candidoses disséminées388,389. Les cytokines 

impliquées dans le recrutement de ces neutrophiles sont principalement l’IL-6, l’IL-8, 

le TNFα ainsi que l’IL-17390–393. Il est important de souligner que l’ensemble des 

cellules phagocytaires possèdent des PRRs de surface, comprenant des intégrines, 

des lectines et des récepteurs TLRs, permettant la reconnaissance des 

pathogènes394. Ces PRRs ont une spécificité moléculaire ainsi la dectine-1, une 

lectine de type C, permet la reconnaissance des β-1,3-glucanes qui déclenche alors 

la phagocytose par les macrophages et les neutrophiles395–397. D’ailleurs, des études 

montrent le rôle important de cette lectine dans la défense de l’hôte contre les 

infections à Candida en participant au développement de la réponse immunitaire 

adaptative à médiation cellulaire Th1 et Th17 ou encore en étant impliquée dans la 

reconnaissance de Candida par les cellules myéloïdes398,399. Des études 

expérimentales faisant intervenir des souris déficientes en dectine-1 montrent 
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justement une plus grande susceptibilité de ces souris aux infections par 

Candida115,400. Dans cette même étude, il a été rapporté qu’une forme plus sévère de 

colite ulcéreuse était associée à un polymorphisme du gène de la dectine-1 

(CLEC7A). Au total, cette étude conforte l’hypothèse qu’un défaut de l’immunité à 

contrôler la flore fongique intestinale peut amener à une colite expérimentale plus 

sévère probablement en lien avec un déficit en dectine-1115. 

 

Les phagocytes ont la capacité d’endocyter les levures du genre Candida. 

Dans le cas précis des neutrophiles, il existe deux stratégies de lutte contre Candida 

: extracellulaire par le biais des NETs (Neutrophil extracellular traps) ou intracellulaire 

par le biais de l’endocytose388. D’un point de vue extracellulaire, les neutrophiles 

peuvent libérer leur ADN (acide désoxyribonucléique) dans l’espace générant un 

maillage de fibres chromatiniennes accompagné de peptides et d‘enzymes 

antimicrobiens dérivés des granules comme la calprotectine (peptides 

antimicrobiens) ou encore la cathepsine G, l’élastase et la myéloperoxydase401,402. 

D’un point de vue intracellulaire, ces phagocytes peuvent libérer des peptides 

antimicrobiens, des enzymes hydrolytiques ou encore des ROS. Pour cela, une fois 

le pathogène endocyté, il est transporté vers les phagolysosomes par assemblage 

avec des lysosomes388,403. En parallèle, le rôle du facteur de croissance GM-CSF 

(Granylocyte-macrophages colony stimulating factor) a été également rapporté dans 

une étude in vitro où des neutrophiles humains stimulés par ce facteur a pour 

conséquence d’augmenter la phagocytose et la destruction intracellulaire de C. 

albicans404. Ces données ont été confirmées dans un modèle expérimental, incluant 

des rats présentant une neutropénie induite par cyclophosphamide, dans lequel le 

GM-CSF était capable de stimuler la clairance de Candida par les neutrophiles405,406. 

Les neutrophiles sont donc extrêmement importants et essentiels puisqu’ils 

participent activement à la lutte contre Candida387. 

 

 Une étude expérimentale montre que des souris déficientes en macrophages 

éliminent significativement moins vite les levures Candida que des souris sauvages 

démontrant l’importance des macrophages dans la lutte contre Candida407. Cette 

lutte faisant intervenir les macrophages passe par la reconnaissance des levures 

sous forme de blastoconidie ou hyphale qui entraîne l’induction d’IL-23 et d’IL-6 

amenant à l’induction d’une réponse Th17 déterminante pour l’élimination du 
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pathogène408,409. Il a également été montré que Candida provoque une induction 

d’IL-1β via l’inflammasome NLRP3 au sein de ces macrophages408. Une autre étude 

a montré que la dectine-1 serait également impliquée dans la production de l’IL-

1β410. D’ailleurs, il a été montré que des souris déficientes en dectine-1 spécifique 

des macrophages (macrophage-specific Dectin-1 deficient (Cre Tg)) avaient un 

défaut dans le contrôle de l’infection fongique à Candida. Dans cette même étude, il 

a également été rapporté que la modulation de l’expression de la dectine-1 par l’IL-

13 passe par la voie de signalisation de PPARγ411. 

 

  Les cellules dendritiques sont capables d’internaliser, de dégrader et de 

présenter les antigènes fongiques aux cellules T auxiliaires naïves351. Ces cellules se 

trouvent dans les tissus et à la surface des muqueuses afin de surveiller et d’agir 

contre les microorganismes pathogènes. Dans le cas de Candida, leur internalisation 

s’effectue via la reconnaissance par DC-SIGN (Dendritic cell-specific intercellular 

adhesion molecule-3-grabbing non-integrin) ou encore le MR. Cette reconnaissance 

permet à ces cellules immunitaires de présenter Candida aux lymphocytes T CD4+ 

et d’induire leur différenciation388,412,413. Cette différenciation dépendra alors de la 

morphologie de Candida puisque les cellules dendritiques sont capables de dissocier 

la forme hyphale de la forme blastoconidie. De fait, la forme hyphale permet une 

différenciation vers un profil Th2, alors qu’une forme blastoconidie induit une 

différenciation vers un profil Th1414.  

 

 Les cellules natural killer (NK) semblent aussi participer aux défenses de 

l’hôte face aux CI. En effet, une déplétion en cellules NK chez des souris provoque 

une susceptibilité et une fragilité accrues face aux infections à Candida415. Ces 

cellules semblent agir sur le pathogène directement grâce à des effets cytotoxiques 

ou indirectement par l’intermédiaire des cytokines416,417. 

 

 Le système du complément joue aussi un rôle clé dans la défense de l’hôte 

contre Candida en facilitant la phagocytose par opsonisation et en générant diverses 

anaphylatoxines comme C3a, C4a ou encore C5a qui présentent des effets 

pléiotropes387. Les espèces de Candida peuvent activer ce dernier par l’intermédiaire 

de trois voies : la voie classique, la voie alternative et la voie des lectines388,418,419. 

L’une des conséquences de ces diverses voies est le dépôt du complément sur la 
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surface des pathogènes, suivie d’une C3-convertase permettant de cliver le 

complément C3 en une anaphylatoxine C3a et en un fragment C3b420. Ainsi, les 

levures opsonisées, par l’intermédiaire du récepteur CR3 et de la protéine C3b, 

permet d’être plus facilement phagocytées420,421. D’ailleurs, une étude sur un modèle 

murin déficient pour le complément C3 révèle une susceptibilité accrue aux infections 

systémiques à Candida422. Il en est de même pour la protéine C5a qui aurait un rôle 

déterminant dans la production accrue d’IL-6 et d’IL-1β lors de l’interaction Candida-

PBMC (peripheral blood mononuclear cell)423. Enfin, une autre étude a également 

démontré que des souris déficientes pour le complément C5 étaient plus sensibles à 

l’infection systémique par C. albicans avec notamment une charge fongique plus 

importante424.   

 

B. Le système immunitaire adaptatif  

 

a. Le système immunitaire adaptatif à réponse cellulaire 

 

Les lymphocytes T sont également importants pour la défense de l’hôte face 

aux infections fongiques puisque les sujets présentant un déficit en cellules T 

montrent une susceptibilité accrue aux agents pathogènes fongiques425,426. Des 

données expérimentales suggèrent que la réponse Th1 (pro-inflammatoire) améliore 

la survie chez des souris infectées par Candida, alors que la réponse Th2 (anti-

inflammatoire) est associée à une situation délétère427–429. En effet, l’étude de 

Mencacci A et al., faisant intervenir des anticorps spécifiques des récepteurs de l’IL-4 

et de l’IL-10, montre justement une amélioration significative de la résistance des 

souris aux infections à Candida428. En revanche, les réponses Th1 et Th17 semblent 

protectrices. Des données expérimentales, impliquant un modèle murin de candidose 

oro-pharyngée, démontrent que des souris présentant un défaut de réponse de type 

Th1 (IL-12p35(-/-)) ou de type Th17 (IL-23p19(-/-) ou IL17RA(-/-)) étaient plus 

susceptibles aux infections à Candida430. De plus, une étude montre que les patients 

atteints de candidose cutanéomuqueuse chronique affichent des réponses Th1 et 

Th17 délétères431. En parallèle, Hernández-Santos N & Gaffen SL ont rapporté que 

la sécrétion d’IL-17, par les cellules Th17, permet à la fois d’induire la production et la 

sécrétion de défensine par les cellules épithéliales tout en permettant le recrutement 

des neutrophiles dans les muqueuses, ce qui améliorent l’issue de l’infection432. 

Dans le cas des cytokines associées au profil pro-inflammatoire (Th1), ces dernières 
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auraient un rôle dans l’activation des cellules B, permettant également la sécrétion 

d’anticorps spécifiques dirigés contre les antigènes fongiques387.  

 

b. Le système immunitaire adaptatif à réponse humorale 

 

La réponse humorale impliquant les lymphocytes B et les anticorps dirigés 

contre Candida revêt un intérêt particulier notamment en relation avec les tentatives 

de développement d’une vaccination protectrice. Ces recherches sont d’autant plus 

importantes que l’arsenal antifongique est limité et l’émergence de nouvelles 

souches/espèces résistantes aux antifongiques représentent une préoccupation 

majeure des autorités sanitaires. L’implication des lymphocytes B dans la protection 

contre les infections par Candida est assez controversée387,433–435. Néanmoins, des 

études expérimentales montrent que l’administration chez des rats de cellules B 

provenant d’autres rats immunisés montrent une charge fongique diminuée par 

rapport aux contrôles et engendre une protection face aux candidoses vulvo-

vaginales436,437. 

 

En parallèle, des anticorps, qui sont des molécules effectrices de la réponse 

immunitaire adaptative, peuvent limiter la charge fongique et favoriser l’élimination du 

pathogène en neutralisant certaines toxines, en prévenant l’adhésion de Candida 

aux cellules, en inhibant la formation du biofilm ou encore en favorisant 

l’opsonisation, la phagocytose et la cytotoxicité cellulaire387,438. Il a été mis en 

évidence que les IgA participaient à l’inhibition de l’adhérence de Candida aux 

cellules épithéliales439. De même, une étude expérimentale met en évidence que des 

anticorps dirigés contre la mannoprotéine de 65 kDa (MP65) ou contre 

l’aspartylprotéinase sécrétoire (SAP-2) de C. albicans, inhibent l’adhérence de C. 

albicans sur l’épithélium vaginal de la rate tout en protégeant ces animaux de la 

candidose440. Enfin, des effets protecteurs pour des anticorps dirigés contre des 

motifs oligomannosidiques de la surface de la levure (AcM B6.1) ont été rapportés 

dans un modèle murin d’infection systémique à Candida441. Ces mêmes motifs 

oligomannosidiques couplés à des protéines de Candida permettent de générer des 

anticorps protecteurs contre l’infection à Candida442. 
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5. Mécanismes d’évasion de Candida face aux défenses de l’hôte 

 

En réponse aux défenses de l’hôte, Candida dispose de plusieurs 

mécanismes d’échappement. Candida peut sécréter des protéines susceptibles 

d’influencer le pH environnemental permettant de contrecarrer les médiateurs de 

l’immunité. A titre d’exemple, C. albicans est capable d’utiliser des protéases dont la 

protéase fongique Pra1 (pH-regulated antigen 1), permettant de bloquer le 

complément et ainsi perturber l’immunité de l’hôte443,444. Elles peuvent aussi 

mobiliser les nutriments issus de l’hôte comme source de carbone. Il s’agit 

notamment de certains acides aminés que Candida métabolise pour neutraliser un 

environnement acide comme celui qui règne dans les phagosomes de macrophages. 

Ce processus de neutralisation fait alors appel à un élément clé qui est le facteur de 

transcription Stp2445. Ces pathogènes pourraient aussi moduler la réponse des 

macrophages et l’orienter vers un profil M2 (anti-inflammatoire), au détriment du profil 

M1 (pro-inflammatoire)446. Elles peuvent aussi être à l’origine d’une pyroptose des 

macrophages, définie comme une mort cellulaire programmée médiée par 

l’inflammasome dépendant de la Caspase-1, associée à des dommages 

membranaires induits par les hyphes de Candida447–449. De plus, il a été récemment 

démontré que C. albicans est capable d’utiliser une toxine protéique dénommée 

candidalysine comme inducteur central de l’activation de la Caspase-1, de la 

maturation et de la sécrétion d’IL-1β, induisant la mort de ces cellules 

phagocytaires450,451. 

 

C. albicans peut se présenter sous deux morphotypes (la blastoconidie et la 

forme hyphale). Ce dimorphisme lui permet de déjouer certains mécanismes de 

reconnaissance mis en œuvre par l’hôte. Ainsi, il a été démontré que l’expression 

des PRRs serait conditionnée par le morphotype de C. albicans. La forme hyphale 

stimulerait préférentiellement l’expression du TLR2 et de la dectine-2 alors que la 

forme blastoconidienne induirait l’expression de TLR4 et de la dectine-1. Dans cette 

même étude, l’expression des cytokines diffère selon la forme de la levure. En effet, 

la levure sous sa forme hyphale augmente l’expression d’IL-10 alors que sous sa 

forme blastoconidie, elle augmente l’expression de l’IL-1β, de l’IL-6 et de l’IL-12452. 

En parallèle, une autre étude sur des cellules dendritiques révèle que la forme 

hyphale serait capable d’entraîner une réponse anti-inflammatoire en induisant 
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préférentiellement la production d’IL-4 au détriment de l’IL-12414. L’ensemble de ces 

données mettent l’accent sur le rôle du dimorphisme dans l’orientation des réponses 

de l’hôte.  

 

D’autre part, il a été démontré que les β-1-3 glucanes peuvent être reconnus 

par la dectine-1 et permettre l’activation du complexe RIPK1/RIPK3 (receptor-

interacting protein kinase) conduisant à la nécroptose, qui est une mort cellulaire 

programmée contribuant à la défense de l’hôte contre les infections à Candida395. 

Ces données sont en accord avec l’absence de β-1,3-glucane dans les cicatrices de 

bourgeonnement de C. albicans sous forme hyphale réduisant alors sa 

reconnaissance par la dectine-1453. En parallèle, une étude récente montre que sous 

conditions anoxiques, C. albicans est capable de masquer ces β-glucanes 

permettant de restreindre la reconnaissance des neutrophiles. En effet, les auteurs 

de cette étude ont démontré que sous conditions anoxiques et en présence de C. 

albicans, les neutrophiles libèrent bien plus de lactate. Ce lactate serait alors le 

déclencheur d’un remodelage pariétal de C. albicans se traduisant par une 

augmentation en mannane et en chitine qui masqueraient les β-glucanes. Par ce 

mécanisme, C. albicans peut alors diminuer la phagocytose, la production de ROS et 

la libération de NETs454. D’autres espèces du genre Candida sont également 

capables de masquer certains de leurs PAMPs dont les β-glucanes en présence de 

lactate, permettant de réduire leur reconnaissance par les PRRs correspondants455. 

 

En parallèle, d’autres études portant sur C. glabrata dépourvue de forme 

hyphale ont permis de montrer que cette levure était capable d’échapper à l’activité 

phagocytaire des macrophages. Après endocytose, les cellules fongiques peuvent 

proliférer à l’intérieur des cellules en dépit du stress oxydatif. Cette prolifération 

conduit à la lyse cellulaire et empêche la maturation du phagosome en inhibant la 

formation du phagolysosome et la détoxification des espèces oxydantes456–458. 

  

L’ensemble de ces données met en évidence les différences de mécanismes 

d’échappement utilisés par C. albicans et C. glabrata ainsi que leur capacité 

d’adaptation à des environnements cellulaires hostiles (Figure 17).   
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Figure 17 : Illustration des mécanismes d’échappement de C. albicans et C. glabrata face aux 
défenses de l’hôte. C. albicans possède une capacité d’évasion active vis-à-vis des macrophages de 
l’hôte notamment par sa forme hyphale ou encore grâce à la candidalysine. Par contre, C. glabrata 
s’adapte au stress en détoxifiant les espèces oxydatives et en inhibant la maturation des 
phagolysosomes, figure adaptée d’après Galocha M et al., 2019351.  

 

6. La paroi fongique : composition et fonction 

 

La paroi constitue le compartiment cellulaire externe de la cellule fongique. 

Cette paroi permet d’assurer la rigidité et de protéger le contenu cellulaire des 

variations de pH et des pressions osmotiques. Il s’agit d’une structure 

macromoléculaire complexe qui régit les interactions et les relations entre la cellule et 

son environnement. Cette paroi est une structure dynamique permettant à la cellule, 

via la modulation de sa composition, de s’adapter à son environnement12,459. Au sein 

de cette structure, on identifie principalement des polysaccharides fibrillaires 

associés à des protéines et des lipides (Figure 18). Ainsi, au sein de la paroi de 

Candida, il a été rapporté une couche externe de manno-protéines pariétales liées 

au squelette glucidique et de phosphopeptidomannanes (PPM) associés à des 

protéines via des liaisons covalentes. Le squelette fibrillaire est quant à lui constitué 

de β-(1,3)-glucane, un polysaccharide présent dans la plupart des parois cellulaires 

fongiques, additionné de ramifications latérales formées par du β-(1,6)-glucane. Cet 

ensemble se rattache alors à la chitine qui forme un réseau de microfibrilles fixé de 

manière covalente aux β-(1,3)-glucanes. Le tout protégeant la cellule fongique contre 

les agressions mécaniques et chimiques381,460. Certains de ces composants sont 

doués de propriétés immunogéniques capables de stimuler la réponse immunitaire 

de l’hôte12,459. 
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De fait, ces composants de la paroi jouent un rôle important dans l’interaction 

hôte-pathogène. Ils constituent à ce titre les principaux PAMPs susceptibles de 

stimuler l’expression de PRRs spécifiques et d’activer les cellules de l’immunité 

innée381. Ces divers composés de la paroi dont le mannane ou le β-glucane peuvent 

être relargués dans la circulation sanguine en tant que marqueur d’infection mais 

également comme immunomodulateurs potentiels pour les réponses immunes459. 

 

 

Figure 18 : Organisation structuralle de la paroi cellulaire de C. albicans. Le panneau de gauche 
montre une section de la paroi cellulaire de C. albicans obtenue par microscopie électronique à 
transmission. Le dessin à droite représente les principaux composants de la paroi cellulaire, avec de 
l’extérieur vers l’intérieur : des protéines hautement mannosylées principalement attachées via des 
liaisons covalentes aux β-1,3 glucanes, ainsi qu’aux ramifications latérales constituées des β-1,6 
glucanes, et enfin de la chitine, figure adaptée d’après Gow NAR, Latge JP, Munro CA, 2017381.  

 

 

A. Le mannane 

 
Les glycoprotéines représentent 40% du poids sec de la paroi fongique chez 

les levures. La quasi-totalité de ces protéines sont associées à des carbohydrates 

donnant naissance à des glycoprotéines O- ou N- glycosylées459. Dans le cas de 

Candida, cette couche externe est majoritairement constituée de mannoprotéines 

pariétales et de PPM.  

 

Diverses mannoprotéines sont retrouvées à la surface de Candida. Elles sont 

reliées au squelette glucidique par des liaisons non covalentes ou par des liaisons 

covalentes. Les protéines pariétales peuvent être glycosylées ou pas et pour 

certaines d’entre elles, être reliées aux β-1,3 glucanes ou aux β-1,6 glucanes. Le 

mannane quant à lui est associé à la paroi par l’intermédiaire de liaisons non 
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covalentes. Il s’agit d’un polymère constitué de mannose, qui est N- ou O- glycosylé, 

relié à un squelette peptidique. Dans la fraction N-glycosylée du mannane, les 

résidus de mannose sont liés à la protéine via une asparagine alors que dans le cas 

de la fraction O-glycosylée, ils sont associés aux protéines via une sérine ou une 

thréonine12. Chez C. albicans, ce mannane est composé d’un core de résidus α-1,6 

mannosides ainsi que de chaînes latérales contenant des résidus α-1,2 ; α-1,3 et β-

1,2 mannosides461.  

 

Les résidus de β-1,2 oligomannosides (β-Man) se retrouvent également sur 

des lipides portant le nom de phospholipomannanes (PLM), qui sont des structures 

glycolipidiques composées d’une chaîne lipidique reliée, par des ponts 

phosphodiesters, à une partie glucosidique12. Il est important de souligner que ces 

résidus β-Man sont essentiellement retrouvés au sein des espèces les plus 

pathogènes de Candida comme C. albicans ou C. glabrata et sont représentés 

comme des facteurs de virulence114,462. Ces derniers sont synthétisés par des 

enzymes nommées β-mannosyltransférases. Plus précisément, ce sont les enzymes 

Bmt1 à 4 qui permettent la β-1,2-mannosylation du PPM alors que Bmt5 et 6 sont 

responsables de la β-1,2-mannosylation du PLM463,464. Des études japonaises ont 

montré que la composition du mannane de C. glabrata serait plus proche de celle 

retrouvée chez S. cerevisiae que celle retrouvée chez C. albicans à une seule 

exception, C. glabrata est capable de synthétiser des résidus β-Man371,465.  

 

Les protéines retrouvées au sein de cet édifice possèdent des propriétés 

d’adhésines, un rôle dans la protection contre les agents chimiques et les actions 

mécaniques et servent également dans la transmission des signaux intracellulaires et 

le remodelage de la paroi466. 

 

B. Le β-glucane 

 

Le squelette fibrillaire est majoritairement constitué de β-glucane, un 

polysaccharide présent dans la plupart des parois fongiques à l’exception des 

mucorales. Il s’agit du composant le plus important de la paroi et représente 50% à 

60% du poids sec de celle-ci. Plus précisément, ils se retrouvent principalement sous 

la forme de β-1,3 glucane, additionné de ramifications latérales formées par du β-1,6 
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glucane459. Leur biosynthèse est sous le contrôle d’un complexe enzymatique 

localisé au niveau membranaire nommé glucane synthase. Ces enzymes sont 

codées par plusieurs gènes (FKS1 ; FKS2) selon les espèces Candida381,467,468. 

 

C. La chitine 

 

Il s’agit d’un polysaccharide naturel de β-(1,4)-N-acétyl-D-glucosamine 

identifié pour la première fois en 1884 (Figure 19). Ce polysaccharide est le 2nd bio-

polymère le plus abondant après la cellulose et se trouve dans de nombreux 

organismes vivants. Parmi ces organismes, nous retrouvons les champignons où la 

chitine est le composant le plus ancestral de la paroi460,469,470. Cette chitine 

représente alors entre 2 et 10% du poids sec de la paroi fongique459. Effectivement, 

dans le cas de C. albicans, la chitine peut être trois à quatre fois plus abondante 

dans la forme hyphale que dans la forme blastoconidie471. Sa biosynthèse est sous 

le contrôle de plusieurs familles de chitine synthases localisées principalement au 

niveau membranaire. Cette biosynthèse nécessite de l’UDP-N-acétylglucosamine 

comme substrat avant d’être extrudée dans la paroi381,472. Les travaux de Munro CA 

et al., ont montré que dans le cas de C. albicans, seul le gène CHS1 (codant pour la 

chitine synthase) semble essentiel pour C. albicans puisqu’il est impliqué dans la 

formation du septum, l’intégrité cellulaire et la viabilité de la levure473. 

 

 

Figure 19 : Structure chimique de la chitine. Figure adaptée d’après Younes I & Rinaudo M, 

2015470. 
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7. Développement des vaccins et d’immunothérapies à partir des 

composants de la paroi fongique 

 

Actuellement, il existe de nombreux vaccin contre diverses maladies virales ou 

bactériennes mortelles mais il n’existe pas encore de vaccin efficace pour la 

prévention des infections fongiques. Comme cela avait été mentionné 

précédemment, les polysaccharides de paroi (mannane, β-glucane et chitine) sont 

majoritairement immunogéniques et hautement conservés dans le règne des 

champignons. A ce titre, ils constituent des cibles privilégiées pour le développement 

de nouvelles stratégies vaccinales381,474–477.  

 

Parmi ces immunisations, certaines se sont révélées efficaces dans des 

modèles murins de mycoses systémiques. Il s’agit notamment de vaccins réalisés à 

partir de protéines pariétales recombinantes telles que Als1p ou Als3p478,479, la 

protéine Hyr1 (Hyphally regulated 1, une mannoprotéine à ancrage GPI)480, la 

protéine Sap2481, les fractions de β-1,2 mannosides du mannane441 ou encore le 

mannane entier482.  

 

Des vaccins basés sur l’utilisation des β-glucanes ont également vu le jour. 

Ces études mettent en évidence les propriétés antifongiques directes des anticorps 

anti-β-1,3-glucanes sur la viabilité de C. albicans. Dans les modèles murins de 

candidose vaginale, la production de ces anticorps au niveau sérique et muqueux est 

associée à un effet protecteur contre l’infection à Candida483,484. Les travaux de 

Huang H et al., ont montré secondairement que l’immunisation par les β-1,3-

glucanes induirait une réponse pro-inflammatoire de type Th1 et Th17 associée à 

une forte réponse anticorps d’isotype G485. Il faut également souligner que la taille 

des chaînes de β-glucane joue un rôle clé dans l’immunogénicité du vaccin486. 

L’ensemble de ces données fournissent un aperçu sur les propriétés 

immunomodulatrices des anticorps anti-polysaccharides pariétaux et leurs utilisation 

potentiel pour le développement de nouveau vaccin.  

 

 Le chitosan, un autre dérivé de la paroi fongique a été récemment utilisé avec 

succès dans la préparation d’un adjuvant vaccinal. En effet, une étude a démontré la 

valeur ajoutée du chitosan dans la production d’anticorps sériques lors 
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d’immunisation par le virus grippal atténué487. Une seconde étude sur un modèle 

murin a démontré l’efficacité accrue d’un vaccin contre H. pylori lorsque le chitosan a 

été utilisé comme adjuvant à la place de la toxine cholérique488. L’utilisation des 

polysaccharides fongiques comme cible ou adjuvant vaccinal apparaît donc 

prometteuse d’autant plus que ces polymères présentent une biocompatibilité, une 

faible toxicité et des effets immunomodulateurs les rendant d’excellents adjuvants 

dans le développement de nano-vaccins489. 

 

D’autre part, le développement de l’utilisation des immunoglobulines 

polyvalentes intraveineuses (IVIg) a considérablement modifiée la prise en charge de 

certaines maladies inflammatoires. Les IVIg sont composés de plusieurs lots d’IgG 

obtenues de donneurs sains puis poolées. Il s’agit d’IgG polyvalentes reconnaissant 

un large panel d’épitopes y compris des anticorps anti-polysaccharides bactériens ou 

fongiques. L’utilisation de ces IgG polyvalentes dans un modèle murin de colite 

chimio-induite nous a permis récemment de montrer leur capacité à réduire la 

sévérité de l’inflammation intestinale490.  
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Objectifs de la thèse 

 

Depuis quelques années, notre équipe étudie le rôle des composants 

pariétaux de Candida dans la régulation de l’inflammation intestinale. Les recherches 

portent également sur les mécanismes qui régulent les processus inflammatoires et 

le rôle particulier de certains microorganismes du microbiote intestinal dans le 

maintien ou l’exacerbation de l’inflammation intestinale. Parmi les composants 

pariétaux, nous avons évalué l’effet de la chitine fongique dans un modèle murin de 

colite DSS-induite en présence de C. glabrata. Nos travaux précédents ont permis de 

montrer que la chitine, administrée pendant 5 jours en traitement curatif par voie 

orale, était capable d’atténuer l’inflammation intestinale et de réduire la prolifération 

de C. glabrata. Par ailleurs, les souris ayant reçu de la chitine présentaient une 

biodiversité du microbiote intestinal cultivable proche de celui retrouvé chez les 

souris contrôles (sans inflammation). Ce traitement par chitine avait aussi pour 

conséquence de modifier le microbiote intestinal murin en faveur des bactéries 

anaérobies (B. thetaiotaomicron et L. johnsonii). Celles-ci participent au même titre 

que la chitine à l’atténuation de l’inflammation intestinale et à l’élimination de C. 

glabrata15. Par la suite, nous avons pu démontrer que ces bactéries possèdent des 

propriétés antifongiques notamment via des enzymes hydrolytiques dirigées contre la 

paroi fongique permettant alors l’inhibition de la croissance fongique. L’administration 

orale de ces deux bactéries (B. thetaiotaomicron et L. johnsonii) obtenues sur des 

milieux de culture spécifiques (MRS et BBE, respectivement) a permis de réduire le 

développement de l’inflammation intestinale, et de réduire la prolifération des 

populations pathobiontes d'E. coli, d'E. faecalis et de C. glabrata dans un modèle 

murin de colite DSS-induite19. Néanmoins, les mécanismes qui régissent cette 

interaction Candida-bactéries ainsi que les métabolites mis en jeu restent encore à 

élucider. 

 

La première partie de ce projet de thèse consiste donc à détecter et 

caractériser les métabolites issus de l’interaction établie entre B. thetaiotaomicron, L. 

johnsonii et des cellules épithéliales intestinales coliques issues de souris. Nous 

avons alors pu mettre en évidence des variations significatives dans la teneur en AG 

après exposition aux deux bactéries. Il s’agit principalement de l’acide oléique et de 
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l’acide palmitique. Les propriétés antifongiques directes de ces AG sur C. albicans et 

C. glabrata en termes de viabilité, d’adhérence, de croissance fongique ou encore de 

production de biofilm ont été évaluées. A la suite de ces résultats, nous avons 

développé un modèle cellulaire en vue d’évaluer les propriétés anti-inflammatoires de 

ces AG. Dans un modèle murin de colite DSS-induite, nous avons également évalué 

les effets de ces AG sur l’inflammation intestinale, sur la biodiversité du microbiote 

cultivable et sur la colonisation par C. glabrata. Cette partie de la thèse a fait l’objet 

d’un article accepté pour publication dans Microorganisms et dont les résultats sont 

présentés dans la partie 1.  

 

Le second volet de cette thèse, concerne l’évaluation des propriétés anti-

inflammatoires de la chitine, un composant majeur de la paroi fongique. Nos travaux 

précédents ont pu mettre en évidence les effets bénéfiques de l’administration orale 

de la chitine à des souris présentant une colite chimio-induite15. Ces données 

permettent d’améliorer nos connaissances sur le rôle de la chitine dans la modulation 

de l’inflammation intestinale, sur les variations du microbiote intestinal et sur la 

colonisation fongique. Les mécanismes par lesquels la chitine exerce ses effets 

protecteurs sont partiellement connus, il reste notamment à caractériser les cellules 

et les médiateurs immunologiques impliqués dans cette protection. Cette seconde 

partie de la thèse explore les effets de la chitine administrée de manière curative par 

voie intra-péritonéale à des souris C57BL/6 en vue d’évaluer ses propriétés 

immunomodulatrices, ses effets sur la colonisation par Candida et son impact sur les 

variations du microbiote intestinal cultivable. Une seconde série d’investigations a 

consisté en l’évaluation des effets de la chitine administrée de manière préventive 

par voie sous-cutanée à des souris C57BL/6 ayant une colite chimio-induite. 

L’objectif étant de déterminer si ces mêmes souris prétraitées à la chitine seraient 

protégées contre une colonisation digestive par C. glabrata, et si cette protection fait 

intervenir des anticorps anti-chitine.  
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Matériels et méthodes 

 

1. Souches fongiques et conditions de culture 

Les souches fongiques utilisées sont C. glabrata sauvage (ATCC ; Cg), C. 

albicans SC5314 (Ca) et C. albicans CEC749 Gluc (souche bioluminescente ; 

Enjalbert B et al., 2009491). La culture fongique est réalisée dans le milieu YPD 

liquide (extrait de levure 1%, peptone 1%, dextrose 1%) ou le milieu Sabouraud 

(Sabouraud Dextrose Broth ; S3306-500G ; Sigma-Aldrich), sous agitation rotative 

pendant 18 heures à 37°C. La culture obtenue est alors centrifugée à 2500 rpm 

pendant 5 minutes et lavée à deux reprises dans du tampon PBS (Phosphate Buffer 

Saline ; Gibco ; 14200-067). 

 

2.  Lignées cellulaires Caco-2 et THP-1 

Deux types de lignées cellulaires sont utilisées :  

Les cellules Caco-2, une lignée cellulaire épithéliale humaine d’origine intestinale, 

isolée à partir d’un adénocarcinome colique. La culture est réalisée dans le milieu 

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) additionné de 20% de sérum de veau 

fœtal (SVF) et de 1% d’antibiotique (penicillin Streptomycin ; 15140-122 100mL ; 

Gibco).  

Les cellules THP-1 (Human macrophage-like cell line), une lignée cellulaire 

humaine de type macrophage. La culture est réalisée dans le milieu Roswell Park 

Memorial Institute medium (RPMI) additionné de 10% de SVF et de 1% 

d’antibiotique. L’utilisation du Phorbol (Phorbol-12-myristate13-acetate ; Sigma ; 

P1585) à une concentration de 200 ng/mL permet de différencier les cellules en 

macrophages. 

 

3. Extraction et purification des ARNm  

Les ARNm (acide ribonucléique) sont extraits d’après le protocole NucleoSpin 

RNA® (Macherey-Nagel). Brièvement, ce protocole prévoit que chaque échantillon 

conservé est lysé directement dans un tube eppendorf grâce à du tampon RA1. Le 

lysat est incorporé dans une colonne possédant une membrane de silice. Le contenu 

est alors transvasé et de l’éthanol à 70% est ajouté. La colonne est insérée dans un 

nouveau tube avec ajout de Membrane Desalting Buffer (MDB). La DNase est 
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ajoutée pendant 15 minutes, permettant la digestion de l’ADN. Puis des étapes de 

lavage sont réalisées en présence des tampons RAW2 et RA3. Enfin, l’ARNm est 

élué avec de l’H2O RNase Free et la quantité d’ARNm (en μg/μL) de chaque 

échantillon est mesurée par l’intermédiaire d’un spectrophotomètre (Nanodrop 1000, 

Thermo scientific). 

 

4. Synthèse d’ADN complémentaire par RT-PCR  

La synthèse d’ADNc (Acide désoxyribonucléique complémentaire) est réalisée 

d’après le protocole de High capacity DNAc Reverse Transcription (RT), Master Mix 

(Applied Biosystems). Pour ce faire, le mix contient 2 μL de 10X RT buffer ; 2 μL de 

10X RT Random Primers ; 0,8 μL de 25X dNTP Mix ; 1 μL de reverse transcriptase 

et 4.2 μL d’H2O RNase Free, afin d’obtenir un volume total de 10 μL/échantillon. A ce 

mix est ajouté l’ARNm pour chaque échantillon à une quantité de 1000 ng. 

L’ensemble constitue un volume final de 25 µL et est déposé sur une plaque. Celle-ci 

est ensuite placée dans un appareil permettant l’obtention d’ADNc par l’intermédiaire 

de plusieurs cycles (10 minutes à 25°C ; 2 heures à 37°C ; et 5 minutes à 85°C). Les 

échantillons sont ensuite conservés à 4°C. Pour vérifier l’absence d’ADN, un contrôle 

négatif est réalisé. 

 

5. q-PCR  

La PCR (Polymerase chain reaction) a été réalisée sur une microplaque de 96 

puits (MicroAmp Fast Optical 96 well, réf : 4346906, Applied Biosystems) spécifique 

à l’utilisation de l’appareil StepOne. Un mix est réalisé avec par échantillon 0.25 μL 

d’amorces sens et anti-sens (Tableau 1 en annexe) ; 6 μL de Sybr Green (Applied 

Biosystems) ; 3 μL d’H2O RNase Free et 2,5 μL d’ADNc (dilué au 1/5éme), soit un 

volume total de 12 μL/puits. Une fois les dépôts réalisés, la plaque est insérée dans 

l’appareil StepOne et le programme est lancé (programme de l’appareil : 95°C 

pendant 20 secondes ; 40 cycles à 95°C pendant 3 secondes et 60°C pendant 30 

secondes ; 95° pendant 15 secondes, 60°C pendant 1 minutes et 95°C pendant 15 

secondes). 
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6. Étude des propriétés anti-inflammatoires des acides gras  

A. Détection des métabolites bactériens (ex-vivo) : GC-MS 

Des côlons de souris C57BL/6 sont prélevés et un lavage au PBS est réalisé, 

suivi d’un bain au RPMI additionné de 10% de SVF et de 1% d’antibiotique 

(pénicilline G et streptomycine à 0,1 mg/mL). Une co-incubation est réalisée pendant 

12h avec différentes conditions : côlon ; côlon + C. glabrata (107 cellules) ; côlon + B. 

thetaiotaomicron + L. johnsonii (BtLj ; 107 cellules) ; côlon + BtLj + C. glabrata (107 

cellules). Après incubation, les côlons ainsi que 1 mL de chaque surnageant sont 

récupérés. Pour chaque échantillon, une extraction via du CHCl3/MeOH (2 :1) est 

réalisée pour les surnageants. Puis, une centrifugation est réalisée (1500 rpm ;10 

minutes ; 4°C) et la phase organique de chloroforme est récupérée, puis évaporée 

au Speedvac afin de concentrer l’échantillon. Pour faciliter l’identification, les AGs 

(FA) ont été dérivés par transestérification pour donner des esters méthyliques 

d’acide gras (EMAG ; FAME). Ainsi, 100 µL de chloroforme est ajouté dans le tube 

contenant l’échantillon sec. Puis, 1,5 mL de MeOH/HCl (0.5N) est ajouté, suivi d’un 

bain sec à 80°C pendant 18h. Une fois les tubes refroidis, 3 extractions successives 

sont réalisées via de l’heptane avant l’analyse par GC/MS (ThermoFisher). Suite à 

cette analyse, deux métabolites ont été principalement mis en évidence : l’acide 

oléique et l’acide palmitique. 

 

B. Mise au point d’un modèle Caco-2 mimant une barrière épithéliale 

intestinale traitée au DSS 

a. MTT Assay 

Les cellules Caco-2 sont traitées à différentes concentrations de DSS (dextran 

sulfate de sodium ; 0,5% ; 1% et 1,5%) pendant 24h à 37°C sous 5% de CO2. Ce 

traitement permet de mimer partiellement l’effet du DSS sur la cellule épithéliale 

colique dans le modèle murin. 105 cellules/puits sont insérées dans une plaque 96 

puits (Microplaque ELISA, 96 puits, PS, Fd F/st, transparent ; Greiner Bio-one ; 

655101). Après incubation, 10 µL de réactif MTT (MTT celullar viability B ; 

KF03001B ; Bocket) est ajouté pendant 4 heures. 100 µL de détergeant MTT est 

ajouté afin de solubiliser les cristaux pendant 1 nuit à 37°C. Une lecture est alors 

réalisée à 570 nm au spectrophotomètre. En parallèle, un blanc est réalisé via l’ajout 

de milieu seul et un contrôle négatif est effectué en présence de DMSO à 20 % 

(Dimethyl sulfoxide, 276855-100ML, Sigma-Aldrich). 
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b. Microscopie optique 

Les cellules Caco-2 sont également traitées à diverses concentrations de DSS 

pendant 24h à 37°C sous CO2. 105 cellules/puits sont insérées dans une plaque 12 

puits (Tissue culture test plate 12 ; TPP ; 92012) et une observation microscopique 

de chaque condition est effectuée après 2h et 24h d’incubation (en présence ou non 

de DSS) au microscope à contraste de phase (Leica ; DMi8-LASX). De même, un 

contrôle négatif est effectué en présence de DMSO à 20 %. 

 

c. Expression des gènes de certaines cytokines pro-inflammatoires des 

cellules Caco-2 traitées avec diverses concentrations en DSS 

Les cellules Caco-2 sont également traitées à diverses concentrations de DSS 

pendant 24h à 37°C sous CO2. Après deux lavages au PBS, les cellules sont 

récupérées dans du tampon RA1 afin de réaliser une extraction d’ARNm, une RT-

PCR et une q-PCR comme indiqué dans les sections 3, 4 et 5 (les séquences des 

amorces sont listées dans le tableau 1 en annexe). 

 

d. Expression des gènes de certaines cytokines pro-inflammatoires des 

cellules Caco-2 traitées à 1.5% de DSS et ce, en présence ou non des 

acides gras 

Une suspension de 106 cellules Caco-2 est mise en présence de DMEM 

contenant 1,5% de DSS pendant 24h afin d’induire des lésions épithéliales ainsi que 

l’augmentation de l’expression de certaines cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-8 

et CCL2). En parallèle, l’acide oléique (OA, Oleic acid ; TCI ; O0180 ; 112-80-1) et 

l’acide palmitique (PA, Palmitic acid ; TCI ; P0002-25G ; 57-10-3) sont ajoutés à 

diverses concentrations allant de 5 µg à 50 µg/mL. Un contrôle contenant 

simplement des cellules Caco-2 est réalisé afin de standardiser et comparer les 

autres conditions par rapport à celui-ci. Par la suite, deux lavages au PBS sont 

réalisés avant de récupérer les cellules dans du tampon RA1 pour effectuer une 

extraction d’ARNm suivie d’une RT-PCR puis d’une q-PCR comme indiqué dans les 

sections 3, 4, et 5 (les séquences des amorces sont listées dans le tableau 1 en 

annexe).  
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e. Migration des macrophages à travers une barrière épithéliale Caco-2 

traitée à diverses concentrations en DSS 

Une suspension de 106 cellules Caco-2 est déposée dans des inserts (HTS 

Transwell – 96 well ; Corning ; 3387) en présence de DMEM pendant 24h (Figure 

20 étape 1). Diverses concentrations en DSS (0,5% ; 1% et 1,5%) sont ajoutées 

pendant 24h ou 48h (Figure 20 étape 2). En parallèle, des cellules THP-1 sont 

différenciées en macrophages via du phorbol à 200 ng/mL pendant 72h puis un 

lavage est réalisé et les cellules sont maintenues dans du RPMI pendant 24h. Les 

macrophages sont ensuite décollés via de la trypsine et sont marqués à la calcéine 

(eBioscienceTM Calcein M Viability Dye ; 65-0853-78 ; Invitrogen) avant d’être 

déposés à 105 macrophages/ insert. Les C. albicans sont quant à eux déposés à 105 

cellules/puits dans une plaque noire 96 puits et dans laquelle les inserts, contenant 

les cellules Caco-2 et les macrophages, sont déposés par la suite (Figure 20 étape 

3). Après une nuit, les inserts contenant les C. albicans et les macrophages qui ont 

migrés à travers la barrière épithéliale de cellules Caco-2 sont retirés. Une lecture de 

la plaque noire est réalisée au FLUOstar Omega (BMG Labtech) (Figure 20 étape 

4). Un contrôle (CTL) contenant les macrophages + Caco-2 + C. albicans permet de 

mettre en évidence une migration active des macrophages en présence d’une 

barrière épithéliale fonctionnelle ; un contrôle négatif (CTL -) contenant les 

macrophages + Caco-2 mais sans C. albicans permet de mettre en évidence la 

migration passive des macrophages à travers une  barrière épithéliale fonctionnelle ; 

un contrôle positif (CTL +) contenant les macrophages + C. albicans mais sans 

cellules Caco-2 permet de mettre en évidence une migration active à travers une 

barrière épithéliale défectueuse.  

 

f. Migration des macrophages à travers une barrière épithéliale Caco-2 

traitée 24h avec 1.5% de DSS et les acides gras 

Une migration est réalisée dans les mêmes conditions que celles du point 6.B.e. 

Cependant, ici les Caco-2 subissent à la fois un traitement avec 1,5% de DSS 

pendant 24h mais aussi un traitement avec les acides gras oléique et/ou palmitique à 

une concentration de 25 µg/mL. 
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Figure 20 : Schéma de la migration des macrophages à travers une barrière épithéliale Caco-2 
traitée au DSS vers C. albicans. 1. Ajout des cellules Caco-2 dans l’insert pendant 24h. 2. Ajout du 
DSS à diverses concentrations pendant 24h ou 48h. 3. Ajout des macrophages marqués à la calceine 
dans les inserts contenant des cellules Caco-2 et ajout, en parallèle, des C. albicans dans le puit 
sous-jacent pendant toute la nuit. 4. Lavage et lecture de la fluorescence émise par FLUOstar Omega 
(BMG Labtech).  

 
C. Expression des gènes des cytokines pro-inflammatoires et de certains 

récepteurs des macrophages dérivés de la lignée cellulaire THP-1 

Une suspension de 106 cellules THP-1 est différenciée en macrophages via 

l’ajout de phorbol à 200 ng/mL pendant 72h. Puis, les macrophages sont incubés 

pendant 24h dans du milieu RPMI. Les macrophages sont incubés pendant 6h avec 

du LPS à une concentration de 250 ng/mL (Lipopolysaccharides from Escherichia 

coli O111 : B4 ; Sigma ; L2630-25MG) et les AG à une concentration de 25 µg/mL. 

Un contrôle contenant simplement des macrophages est réalisé afin de standardiser 

et comparer les autres conditions par rapport à celui-ci. Par la suite, les cellules sont 

récupérées dans du tampon RA1 pour effectuer une extraction d’ARNm suivie d’une 

RT-PCR et d’une q-PCR comme indiqué dans les sections 3, 4, et 5 (les séquences 

des amorces sont listées dans le tableau 1 en annexe). 

 

D. ELISA des cytokines pro-inflammatoires des macrophages 

Une suspension de 106 cellules THP-1 est différenciée en macrophages via 

l’ajout de phorbol à 200 ng/mL pendant 72h. Les macrophages sont incubés pendant 

24h dans du milieu RPMI. Ces derniers sont incubés pendant 16h avec du LPS à 

une concentration de 250 ng/ml et les AG à une concentration de 25 µg/mL. Après 

16h, les surnageants sont récupérés. Les taux de TNFα (InvitrogenTM Kit ELISA TNF 
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alpha humain NovexTM ; réf : 10737663 ; Fisher scientific), d’IL-6 (ELISA MAXTM 

Deluxe Set Human IL-6 ; 430504 ; BioLegend) et d’IL-1β (ELISA MAXTM Deluxe Set 

Human IL-1β ; 437004 ; BioLegend) contenus dans le surnageant des cellules ont 

été mesurés par ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) selon la méthode 

expérimentale fournie par le fabricant du réactif. Les concentrations en TNFα, IL-6 ou 

IL-1β ont ensuite été déterminées sur la base des courbes standard fournies par les 

kits et les résultats ont été exprimés en « Fold Release » en normalisant selon le 

contrôle positif (macrophage + LPS). 

 

7. Étude des propriétés antifongiques des acides gras  

A. Adhérence de C. glabrata ATCC 2001 sur une lignée cellulaire Caco-2 

L’effet direct de l’acide oléique et de l’acide palmitique sur la capacité 

d’adhérence de C. glabrata aux cellules Caco-2 a été étudié. Les cellules Caco-2 

sont ensemencées à 5.105 cellules dans un volume de 150 µL au sein d’une plaque 

noire 96-puits (96-well Flat bottom Chimney style non-binding microplates ; Greiner 

bio-one ; 655900). La plaque est incubée à 37°C dans une atmosphère humidifiée 

contenant 5% de CO2. Une fois les cellules Caco-2 confluentes, C. glabrata est 

ajouté en présence des AG à une concentration de 25 µg/mL. Pour ce faire, les C. 

glabrata sont préalablement marqués à la calcéine (Calcein AM ; Invitrogen ; 65-

0853-78) avant d’être incubés à 105 cellules dans un volume final de 150 µL. Après 

2h d’incubation et un lavage au PBS, la fluorescence émise est mesurée par 

FLUOstar Omega (BMG Labtech). 

 

B. Viabilité de C. albicans CEC749 Gluc en présence des acides gras 

C. albicans CEC749 Gluc est déposé dans une plaque de 96 puits noire (96-well 

Flat bottom Chimney style non-binding microplates ; Greiner bio-one ; 655900) à une 

quantité de 106 cellules/puits. Puis, l’acide oléique et/ou palmitique sont ajoutés à 

diverses concentrations : 10, 25, 50, 100 et 250 µg/mL. Enfin, de la coelenterazine 

est ajoutée à une concentration de 2 µM (Coelenterazine 1mg ; Cat no C238 ; ABP 

Biosciences). Après 0h, 1h et 2h d’incubation, la bioluminescence est mesurée par 

FLUOstar Omega (BMG Labtech). 
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C. Viabilité de C. glabrata en présence des acides gras 

Une viabilité est réalisée sur C. glabrata à une quantité de 105 cellules dans 

1mL de volume final en présence ou non des AG à 25 ou 250 µg/mL. Une cinétique 

est réalisée via une co-incubation à différents temps (0h, 1h et 2h) à 37°C. Des 

dilutions sont réalisées afin d’obtenir un dépôt de 100 levures par boite de Pétri 

contenant du milieu Sabouraud. La lecture des boites de Pétri est réalisée après 24h 

de croissance à 37°C. En parallèle, une incubation des levures en présence de 

Caspofungine (50mg ; OHRE Pharma) à 100 µg/mL sert de contrôle négatif. 

 

D. Evolution du biofilm de Candida spp en présence des acides gras 

C. albicans SC5314 ou C. glabrata ATCC 2001 sont déposés dans une plaque de 

96 puits (Microplaque ELISA, 96 puits, PS, Fd F/st, transparent ; Greiner Bio-one ; 

655101) à une D0 de 0,5 (si DO : 1 = 107 Candida ; lecture à 620nm) dans un 

volume final de 200µL de RPMI. En parallèle, les acides oléique et palmitique sont 

ajoutés à une concentration de 25 µg/mL. Après 1h30 d’incubation à 37°C, un lavage 

au PBS est effectué puis 200 µL de RPMI contenant les AG est ajouté de nouveau. 

Le biofilm est mesuré alors à 0h ; 8h et 24h d’incubation. Un lavage au PBS est 

effectué et la plaque est mise à sécher 2h à 37°C avant d’ajouter 110 µL de crystal 

violet (0,4% ; Fluka ; 61135), pendant 45 minutes, permettant de mettre en évidence 

le biofilm. Puis, 4 lavages avec 300 µL d’eau sont réalisés avant d’ajouter 200 µL 

d’’éthanol. Après 15 minutes, 100 µL est récupéré dans une nouvelle plaque afin de 

réaliser la lecture du biofilm à 550 nm. Un contrôle contenant la caspofungine à 100 

µg/mL est réalisé.  

 

8. Expérimentations animales réalisées au cours de l’étude  

A. Animaux 

Les animaux utilisés sont des souris C57BL/6 femelles sauvages âgées de 3 à 

4 mois, certifiées indemnes d’infection et provenant des laboratoires Charles River, 

France. Les souris sont hébergées dans l’animalerie conventionnelle de la Faculté 

de Médecine de Lille. La température de la salle étant maintenue à 21°C avec un 

accès libre à l’eau et à la nourriture et avec une exposition à la lumière de 12 heures 

par jour. Les expérimentations sont réalisées en accord avec les décrets relatifs à 

l’éthique de l’expérimentation animale (Décret 86/609/CE). Les expérimentations 

animales concernant les études sur les AG sont réalisées selon le protocole 
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« 00550.05 ». Dans le cas des expérimentations animales réalisées en présence de 

la chitine, elles sont effectuées selon le protocole « APAFIS#24465-

2019070215212336v4 », approuvé par le comité d’éthique pour l’expérimentation 

animale de la région Hauts-de-France. 

 

B. Procédures générales 

a. Procédures générales concernant le traitement avec les acides gras 

Les animaux sont séparés en plusieurs groupes avec un accès libre à l’eau 

contenant du DSS à 1,5%. Les cages sont hermétiques et contiennent un filtre à air 

pour éviter les contaminations externes. Au total, 7 groupes sont réalisés : le groupe 

contrôle (CTL) représente le groupe sans gavage et inflammation. Les groupes 

contenant C. glabrata (Cg) ou les AG (FA ; fatty acid) représentent les groupes 

contrôles sans colite chimio-induite. Le groupe DSS (D) sert de groupe contrôle de 

l’inflammation. Le groupe en présence de C. glabrata et de DSS (DCg) sert de 

groupe contrôle de la colonisation sous inflammation. Les groupes en présence des 

AG et sous inflammation (DFA) ou sous colonisation en présence d’inflammation 

(DCgFA) sont les groupes d’intérêts. Lors des expérimentations, les animaux sont 

pesés et les selles sont récupérées tous les 2 jours et ce, après avoir évalué leur 

score clinique selon des critères prédéterminés. Les souris sont sacrifiées par 

dislocation cervicale au 14éme jour post-inoculation de C. glabrata.  

 

1) Inoculation de C. glabrata, des acides gras et induction de la colite 

chimio-induite par DSS 

Au début de l’expérimentation (jour 0 ; J0), les animaux des groupes contenant 

les levures reçoivent un gavage unique oral de 300 µL de PBS contenant 5.107 

cellules de C. glabrata. Les animaux des groupes avec AG ont reçu pendant les 5 

premiers jours, un gavage oral de 250 µL de PBS contenant les AG à 1mg/kg/souris. 

En parallèle, du DSS à une concentration de 1,5% est ajouté dans l’eau, pour les 

groupes subissant une inflammation chimio-induite, pour toute la durée de 

l’expérience afin d’induire une inflammation de la paroi intestinale murine conduisant 

à une colite. 
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b. Procédures générales concernant les traitements avec la chitine 

fongique 

Les animaux sont séparés en plusieurs groupes avec un accès libre à l’eau 

contenant du DSS à 2%. Les cages sont hermétiques et contiennent un filtre à air 

pour éviter les contaminations externes. Au total, 8 groupes sont réalisés pour 

chacune des deux procédures : le groupe contrôle (CTL) représente le groupe sans 

gavage et inflammation. Les groupes contenant C. glabrata et/ou la chitine (Cg ; Ch ; 

CgCh) représentent les groupes contrôles sans colite chimio-induite. Le groupe DSS 

(D) sert de groupe contrôle de l’inflammation. Le groupe en présence de C. glabrata 

et de DSS (DCg) sert de groupe contrôle de la colonisation sous inflammation. Les 

groupes en présence de la chitine et sous inflammation (DCh) ou sous colonisation 

en présence d’inflammation (DCgCh) sont les groupes d’intérêts. Lors des 

expérimentations, les animaux sont pesés et les selles sont récupérées tous les 2 

jours et ce, après avoir évalué leur score clinique selon des critères prédéterminés. 

Les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale au 14éme jour post-inoculation de 

C. glabrata.  

 

1) Extraction de la chitine 

Les culots cellulaires de C. glabrata ont été lavés dans du tampon PBS. La 

chitine a été extraite des cellules fongiques comme décrit précédemment15. Ainsi, le 

culot cellulaire a été incubé dans 20 mL de KOH 10% et est autoclavé à 120 °C. 

Cette étape est répétée une deuxième fois. Après plusieurs lavages à l'eau milliQ, le 

surnageant a été éliminé et le culot a été oxydé en présence de 50% de peroxyde 

d'hydrogène et 50% d'acide acétique. Puis, un autoclave à 120 °C est de nouveau 

effectué. La fraction de chitine subit alors plusieurs lavages à l'eau milliQ. La nature 

et la pureté de la chitine ont été confirmées via une analyse par chromatographie en 

phase gazeuse (GC-FID Agilent). La concentration de chitine a été déterminée à 

l'aide d'un dosage de l'Acide BiCinchonique. La gamme standard pour le contrôle de 

la N-acétyl-glucosamine (GlcNAc) était de 0,1-0,5 mg/mL. 

 

2) Inoculation de C. glabrata, de la chitine et induction de la colite chimio-

induite lors de la 1ére procédure 

Au cours de la 1ére procédure, les animaux des groupes contenant les levures 

reçoivent un unique gavage oral de 250 µL de PBS contenant 5.107 cellules de C. 
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glabrata. Pour le traitement par la chitine, les animaux ont reçu des injections 

intrapéritonéales de 200 µL contenant de la chitine purifiée de C. glabrata à 

3mg/souris/jour pendant 5 jours. En parallèle, du DSS à une concentration de 2% est 

ajouté dans l’eau, pour les groupes subissant une inflammation chimio-induite, pour 

toute la durée de l’expérience afin d’induire une inflammation de la paroi intestinale 

murine conduisant à une colite (Figure 21).  

 

 

 

Figure 21 : Schéma du modèle expérimental de la première procédure. 

 

3) Inoculation de C. glabrata, de la chitine et induction de la colite chimio-

induite lors de la 2nde procédure 

Au cours de la 2éme procédure, les souris ont reçu trois injections de chitine. Ces 

injections ont été effectuées chez les souris trois semaines avant que celles-ci soient 

traitées avec du DSS et gavées avec du C. glabrata. Ainsi, pour le traitement avec de 

la chitine, les animaux ont reçu une injection sous-cutanée de 200 µL contenant de la 

chitine purifiée de C. glabrata additionnée d’un adjuvant de Freund (Freund’s 

Adjuvant, Complete ; Sigma-aldrich ; F5881-10mL). De plus, les animaux des 

groupes contenant les levures du genre Candida ont reçu un unique gavage oral de 

250 µL de PBS contenant 5.107 cellules de C. glabrata à J0. En parallèle, du DSS à 

une concentration de 2% est ajouté dans l’eau, pour les groupes subissant une 

inflammation chimio-induite, pour toute la durée de l’expérimentation (Figure 22). 
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Figure 22 : Schéma du modèle expérimental de la seconde procédure. 

 

4) Purification des IgG murines 

A la fin de l’expérimentation, les souris sont sacrifiées et le sang de chaque 

souris est récupéré. Les sérums sont rassemblés par groupe après centrifugation du 

sang à 10 000 g pendant 5 minutes. Les anticorps (IgG) murins sont récupérés via 

un kit d’agarose Thermo Scientific™ Pierce Protéine G, qui est une résine 

polyvalente à hautes performances pour la purification des anticorps par affinité 

(NabTM Protein G Sin Kit ; réf : 89979 ; Thermo scientific). Brièvement, le sérum est 

dilué à un volume de 1 : 1 en présence de Binding Buffer. L’échantillon est ensuite 

déposé sur la colonne. La colonne est lavée avec 15 mL de Binding buffer. Puis, 

l’élution des IgG est effectuée via 5 mL de tampon d’élution. Les IgG sont alors 

récupérées sous forme de fraction de 1 mL dans 5 eppendorfs contenant au 

préalable 100 µL de Neutralization buffer.  

 

5) Détection et quantification des IgG murines 

Un volume de 20 µL de chaque fraction d’IgG murin est dénaturée en 

présence de Laemmli 5x (95°C pendant 10 minutes) puis déposée sur un gel 

d’acrylamide à 10% pour une analyse par SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis). Un étalon de taille est également déposé afin 

d’obtenir une échelle de protéines précolorée (Échelle de protéines précolorée 

PageRulerTM, 10 à 180 kDa, 26616, Thermo Scientific). Par la suite, une coloration 

au PageBlue est réalisée sur gel pendant 1h (PageBlue Protein Staining Solution, ; 

Thermo Scientific) suivi de plusieurs lavages à l’eau milliQ et d’une lecture à l’aide de 

l’appareil iBright (FL1500 Imaging system ; Thermo Scientific). En parallèle, un dépôt 

circulaire direct de 20 µL de chaque fraction d’IgG murine est effectué sur une 

membrane de nitrocellulose (Nitrocellulose blotting membrane ; AmershamTM 

ProtranTM Premium 0,2 µm NC ; GE Healthcare Life science). La membrane est 

saturée en présence de PBS-BSA 3% (Bovine serum albumin ; Sigma-aldrich ; 
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A7906-100G) pendant 1h. Celle-ci est ensuite mise en présence d’un anticorps anti-

IgG murin couplé à du FITC (Goat anti-mouse IgG-FITC, Human Adsorbed ; 

SouthernBiotech ; 1030-02) dilué au 1/4000éme pendant 1 nuit à 4°C. La membrane 

subit trois lavages au PBS-tween 0,05% (TWEEN-20 ; Sigma-aldrich ; P2287-

100ML). Puis une lecture est effectuée par l’intermédiaire de l’iBright FL1500. Par la 

suite, la concentration d’IgG murine (g/L) de chaque échantillon est mesurée par un 

spectrophotomètre (Nanodrop 1000, Thermo scientific). 

 

6) Reconnaissance de la chitine par les IgG murines par test ELISA  

Un dépôt de 50 µg/mL de chitine dans du tampon bicarbonate à 50 mM 

(carbonate-bicarbonate buffer ; réf : C3041-100CAP ; Sigma-aldrich) est réalisé en 

plaque 96 puits (Nucleon Delta Surface ; réf : 167008 ; Thermo scientific) pendant 1 

nuit à 37°C. La plaque est saturée par l’ajout de 200 µL de PBS-BSA à 1,5% pendant 

1h à température ambiante sous agitation (major science ; orbital shaker). Le 

surnageant est éjecté et 25 µg d’IgG est déposée pendant 1h30 à température 

ambiante sous agitation. La plaque subit deux lavages au PBS-Tween à 0,05% puis 

200 µL d’anticorps secondaire est ajouté au 1/5000éme (Goat anti-mouse IgG, 

Human-ads-HRP ; SoutherBiotech ; 1031-05) pendant 1h à température ambiante 

sous agitation. La plaque subit à nouveau des lavages au PBS-Tween à 0,05%. 

Enfin, 100 µL de TMB (3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine liquid substrate system ; réf : 

T8665-100ML ; Sigma-aldrich) est ajouté pendant 15 minutes suivi de 100 µL de 

solution stop (H2SO4 2N) juste avant de réaliser la lecture de la plaque à 450 nm au 

FLUOstar Omega (BMG Labtech). 

 

7) Effet des anticorps murins sur la modulation de l’expression de 

récepteurs, médiateurs et cytokines exprimés par les macrophages 

Une suspension de 106 cellules THP-1 est différenciée en macrophages via 

l’ajout de phorbol à 200 ng/mL pendant 72h. Puis les macrophages sont incubés 

pendant 24h dans du milieu RPMI. Les macrophages sont ensuite mis en présence 

de LPS à une concentration de 250 ng/mL pendant 6h. En parallèle, les anticorps 

IgG murins sont ajoutés à une concentration de 500 µg/mL. Un contrôle contenant 

simplement des macrophages est réalisé afin de standardiser et comparer les autres 

conditions par rapport à celui-ci. Par la suite, les cellules sont récupérées dans du 

tampon RA1 pour effectuer une extraction d’ARNm suivie d’une RT-PCR et d’une q-
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PCR comme indiqué dans les sections 3, 4, et 5 (les séquences des amorces sont 

listées dans le tableau 1 en annexe). 

 

C. Recueil des données 

La masse corporelle, le score clinique (cf. section 8.D.) et les selles de chaque 

animal ont été recueillis tous les deux jours. La présence de C. glabrata dans le 

tractus intestinal a été contrôlée tous les deux jours en mesurant le nombre d'unité 

formant colonie (UFC) dans les selles prélevées sur chaque animal. Les selles sont 

pesées, puis 1 mL de PBS est ajouté avant d’homogénéiser l’ensemble. Après 

différentes étapes de dilution au dixième, un volume de 100 μL est déposé dans des 

boites de Pétri sur le milieu de culture Sabouraud pour la culture fongique. En 

parallèle, nous avons suivi les bactéries anaérobies facultatives et aérobies 

cultivables les plus représentatives et qui peuvent subir des changements au cours 

de l'inflammation intestinale. Les cultures bactériennes sont réalisées sur du milieu 

de culture MacConkey (MCK, Sigma-aldrich), Bile Esculine Azide (BEA ; Sigma-

aldrich) et de De Man, Rogosa et Sharpe (MRS agar ; Sigma-aldrich) pour observer 

les entérobactéries, les entérocoques et les lactobacilles, respectivement. Tous les 

milieux aérobies et anaérobies contiennent 20 mg/L de fluconazole (Fresenius Kabi) 

pour inhiber la croissance des cellules fongiques. Pour les bactéries anaérobies, la 

culture est réalisée dans des jarres contenant un générateur d'atmosphère anaérobie 

(AnaeroGenTM 2,5 L ; Sigma-Aldrich) à 37 °C. L’ensemble des boites de Pétri est 

incubé pendant 24 à 48 heures à 37°C afin de favoriser la croissance des bactéries 

ou des levures et le résultat est noté en nombre de UFC/mg de selles. Cette étude 

permet de suivre l’évolution de la présence de C. glabrata et de certaines 

populations bactériennes au niveau du tube digestif. Afin de déterminer le degré de 

colonisation du tractus digestif par C. glabrata, les souris ont été sacrifiées au 14éme 

jour puis l’estomac, le cæcum et le côlon ont été récupérés. Ces différents segments 

ont ensuite été broyés (TURRAX, T10 basic ULTRA-TURRAX®, IKA®) et des 

dilutions en série des homogénats ont été préparées et étalées sur le milieu 

Sabouraud. Le nombre de colonies a été noté après 24h d'incubation à 37 °C et 

exprimé en UFC de C. glabrata/mg de tissu (cf. section 8.G). Pour identifier les 

bactéries retrouvées dans les boites de Pétri, les colonies ont été mélangées avec 

1,5 μL de solution de matrice (acide α-cyano 4-hydroxycinnamique ; Bruker 

Daltonics) dissoute dans 50 % d'acétonitrile, 47,5 % d'eau et 2,5 % d'acide 
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trifuoroacétique, et analysées par MALDI-TOF MS (Microfex-Bruker Daltonics). En 

parallèle, après sacrifice des souris, plusieurs segments du côlon ont été récupérés 

afin de réaliser les coupes histologiques nécessaires pour l’évaluation du score 

histologique (cf. section 8.E. et 8.F.) ainsi que l’analyse de l’expression des 

récepteurs, médiateurs et cytokines qui sont impliqués dans l’inflammation au niveau 

colique (section 8.H) (Figure 23). 

 

 

Figure 23 : Schéma du recueil des données concernant le modèle murin.  

 

D. Détermination du score clinique 

Le score clinique d’inflammation est un marqueur qui reflète l’intensité des 

lésions intestinales. Le score clinique de chaque souris a été évalué à chaque recueil 

de mesures. Par l’intermédiaire de la présence de sang dans les selles, au niveau 

péri-anal et de la consistance des selles. Des échelles numériques ont été établies 

de 0 à 4. Pour la présence de sang dans les selles : 0= pas de sang ; 2= présence 

de sang ; 4= présence abondante de sang dans les selles et au niveau de la marge 

anale. Pour la consistance des selles : 0= selles normales ; 2= selles molles ; 4= 

diarrhée. Pour le comportement des souris : 0= aspect général de l’animal normal ; 

2= poils hérissés ou l’animal est prostré ; 4= poils hérissés + animal prostré ou en 

retrait. Les trois indicateurs sont additionnés afin de donner un score compris entre 0 

(bonne santé) et 12 (inflammation maximale du côlon) reflétant alors la sévérité de 

l’inflammation. 

 

E. Score histologique 

A l’issue de l’expérience, les souris sont sacrifiées et une partie du côlon de 

chaque animal est récupérée puis conservée dans du formaldéhyde toute la nuit à 
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4°C. Les échantillons sont introduits au sein de cassettes histologiques et 

déshydratés par l’intermédiaire d’un automate (Milestone LOGOS One). Les 

cassettes sont récupérées afin de réaliser l’inclusion par l’intermédiaire d’un appareil 

(TES Valida, Medite). Cette inclusion consiste à fixer les échantillons dans de la 

paraffine liquide (chauffée à 60°C) qui se solidifie au contact d’une plaque froide. 

Une fois les échantillons fixés, des coupes peuvent être réalisées sur lame par 

l’intermédiaire d’un microtome (RM2245, Leica). Par la suite, le score histologique a 

été réalisé. En effet, lors d’une colite, des modifications au niveau colique résultent 

de l’inflammation intestinale et peuvent être objectivées. Ainsi, le score histologique 

de chaque souris a été évalué sur chaque coupe histologique par l’intermédiaire de 

la présence de lésion épithéliale, d’œdème et d’infiltrat leucocytaire. Une échelle 

numérique a été établie et dont les caractéristiques sont : 0= pas de lésion épithéliale 

et d’infiltrat leucocytaire ; 3= présence de lésions épithéliales, d’œdèmes ou 

d’infiltrats leucocytaires ; 6= présence de lésions épithéliales, d’œdèmes et d’infiltrats 

leucocytaires. Ainsi, l’ensemble de ces caractéristiques permettent de donner un 

score compris entre 0 (pas de changement) et 6 (infiltration cellulaire et dommage 

tissulaire) reflétant alors la sévérité de l’inflammation. 

 

F. Coloration des coupes histologiques 

Les lames réalisées subissent divers bains consécutifs : xylène (3 bains) ; 

éthanol (2 bains) ; eau milliQ (2 bains). Les lames sont soumises ensuite à un bain 

d’acide périodique à 2% (2 mg/100 mL) suivi d’un bain en présence de schiff’s 

reagent. Puis, les lames sont insérées dans un bac d’eau milliQ contenant 2mL 

d’Hematoxylin Losung (Gill III). Par la suite, les lames font l’objet de divers bains pour 

déshydrater : eau milliQ (2 bains) ; éthanol (2 bains) ; xylène (3 bains). Une goutte 

d’eukitt quick handeming est ensuite déposée sur les échantillons de chaque lame. 

Après coloration, les coupes sont observées sur l’appareil Axio-scan (Z1, Zeiss). 

 

G. Colonisation de C. glabrata au sein du tube digestif 

A l’issue de l’expérimentation, les souris sont sacrifiées. Des segments du tube 

digestif, de chaque animal ayant subi un gavage ou non par des levures, sont 

récupérés. Il s’agit de trois parties distinctes du tube digestif (estomac, caecum et 

côlon). Les segments sont pesés puis 1mL de PBS est ajouté afin d’homogénéiser 

l’échantillon par broyat via un appareil TURRAX (T10 basic ULTRA-TURRAX®, 
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IKA®). Un volume de 100 µL est déposé dans des boites de Pétri sur le milieu de 

culture Sabouraud. Les milieux sont incubés pendant 24 heures à 37°C afin de 

favoriser la croissance des levures. Cette étude permet d’apprécier la colonisation du 

tube digestif par C. glabrata. Le résultat est noté en nombre de UFC/mg d’organes. 

 

H. Purification des ARNm issus du côlon murin  

A la fin de l’expérimentation, une partie du côlon murin de chaque souris est 

récupérée et conservée à -20°C. Par la suite, chaque côlon est récupéré et lysé dans 

du tampon RA1 afin d’effectuer une extraction d’ARNm suivie d’une RT-PCR et d’une 

q-PCR comme indiqué dans les sections 3, 4, et 5 (les séquences des amorces sont 

listées dans le tableau 1 en annexe). 

 

9. Analyses statistiques 

L’ensemble des analyses statistiques est réalisé à l’aide du logiciel GraphPad 

Prism® 9.0 (logiciel GraphPad, San Diego, CA, USA). Les valeurs de p inférieures 

ou égales à 0,05 sont considérées comme statistiquement significatives. Les 

données sont présentées sous forme de moyenne associée à la déviation standard 

ou de médiane associée à son intervalle interquartile. Les comparaisons statistiques 

sont réalisées par test non paramétrique de Mann-Whitney ou par ANOVA. Les 

données graphiques sont représentées sous forme de médiane ou de moyenne. 
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Partie 1 : Étude des propriétés antifongiques et anti-inflammatoires 

présentées par l’acide oléique et l’acide palmitique issus de 

l’interaction des bactéries « B. thetaiotaomicron » et « L. 

johnsonii » avec des cellules épithéliales de côlon murin.  
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Résultats 

 

A) Caractérisation des acides gras et étude de leurs propriétés 

anti-inflammatoires 

Dans un premier temps, nous avons réalisé la caractérisation et l’identification 

des AG provenant de l’interaction entre B. thetaiotaomicron et L. johnsonii, qui 

présentaient des propriétés bénéfiques lors de notre étude antérieure, et des cellules 

épithéliales intestinales de côlon murin. Après extraction et caractérisation de ces 

AG, nous avons déterminé si ces derniers présentent des propriétés anti-

inflammatoires par l’intermédiaire de nos lignées cellulaires de cellules épithéliales 

intestinales et de macrophages tout en développant un nouveau modèle de migration 

cellulaire au sein du laboratoire.  

 

1. Caractérisation et identification des acides gras provenant de 

l’interaction de B. thetaiotaomicron et L. johnsonii avec des cellules 

épithéliales de côlon murin 

Dans le but d’analyser les métabolites lipidiques et plus précisément les AG issus 

de l’interaction entre B. thetaiotaomicron et L. johnsonii » avec les cellules 

épithéliales, nous avons prélevé et lavé des côlons de souris C57BL/6 saines 

(n’ayant subi aucune manipulation). Les côlons sont ensuite incubés pendant 12h en 

présence ou non de B. thetaiotaomicron et L. johnsonii afin de récupérer les 

surnageants. A partir de ces derniers, une extraction par CHCl3/MeOH est effectuée 

pour récupérer la phase chloroformique contenant les AG. Puis une dérivation est 

réalisée afin de caractériser les AG à l’aide d’un appareil de GC/MS en fonction de 

leur temps de rétention et de leur pattern de fragmentation (Figure 24). Ainsi, nous 

avons pu constater la présence de deux AG en proportion significative dans les 

surnageants contenant les bactéries : le premier sortant à un temps de rétention de 

37,4 min correspondant à l’acide palmitique-méthyle estérifié et le deuxième sortant 

à 41,4 min correspondant à l’acide oléique-méthyle estérifié contrairement aux 

échantillons correspondant au milieu RPMI seul, au côlon seul ou au côlon + C. 

glabrata (Fig 24A-E). Par la suite, ces deux molécules ont été identifiées comme 

étant l’acide palmitique (C16) et l’acide oléique (C18 :1). 
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Figure 24 : Données représentatives de l’analyse obtenue par GC-MS. (A) Analyse du milieu 

RPMI seul. (B) Analyse d’un côlon de souris. (C) Analyse d’un côlon de souris avec B. 

thetaiotaomicron et L. johnsonii. (D) Analyse d’un côlon de souris avec C. glabrata. (E) Analyse d’un 

côlon de souris avec B. thetaiotaomicron, L. johnsonii et C. glabrata. 

 

2. Effet du traitement par DSS sur la viabilité des cellules Caco-2 

Ce modèle nous servira à évaluer les effets anti-inflammatoires supposés des 

AG. Pour cela, nous avons mesuré la viabilité de nos cellules Caco-2 en présence 

des diverses concentrations de DSS (0,5%, 1% et 1,5%) (Figure 25). Les données 

obtenues montrent que le DSS n’induit pas de mortalité en deçà de 1,5% 

contrairement aux cellules en présence de DMSO à 20% qui montrent une mortalité 

d’environ 90% (contrôle négatif). 
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Figure 25 : Mesure par MTT de la viabilité des cellules Caco-2 traitées par DSS à diverses 
concentrations. Le DMSO à 20% sert de contrôle négatif. Les résultats ont été obtenus à partir de 
trois expériences indépendantes. 

 

3. Observation au microscope des cellules Caco-2 traitées par DSS 

Afin de confirmer les données précédemment obtenues sur la viabilité, nous 

avons observé au microscope conventionnel si des variations ou des changements 

morphologiques surviennent lors du traitement avec les diverses concentrations de 

DSS (0,5% ; 1% et 1,5%) (Figure 26). Après 2h d’incubation, nous montrons qu’il n’y 

a aucune différence visible entre les cellules Caco-2 traitées ou non (cellules 

contrôle) par DSS (Fig. 26A-D). Effectivement, toutes les observations 

microscopiques montrent que les cellules présentent la même morphologie tout en 

étant non confluentes. Néanmoins, en présence de DMSO à 20%, nous observons 

que les cellules sont non confluentes tout en présentant une proportion de lyse 

cellulaire (Fig. 3E). Après 24h, nous observons que la condition contrôle (Fig. 26F) 

montre des cellules totalement confluentes et adhérentes. Dans le cas des conditions 

en présence de DSS (Fig. 26G-I), nous observons que les cellules sont toujours 

adhérentes mais montrent une confluence moindre. Cela confirme que les cellules 

sont viables malgré l’ajout du traitement par DSS. A l’inverse, dans la condition où 

les Caco-2 sont en présence de DMSO à 20%, nous observons à la fois des débris 

cellulaires, une absence d’adhérence et de confluence des cellules (Fig. 26J).  
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Figure 26 : Observation des cellules épithéliales Caco-2, traitées avec du DSS à différentes 
concentrations, après 2h et 24h par l’intermédiaire d’un microscope optique (Gx20). (A) Cellules 
Caco-2 seules après 2h ; (B) Cellules Caco-2 avec 0,5% de DSS après 2h ; (C) Cellules Caco-2 avec 
1% de DSS après 2h ; (D) Cellules Caco-2 avec 1,5% de DSS après 2h ; (E) Cellules Caco-2 avec 
20% de DMSO après 2h ; (F) Cellules Caco-2 seules après 24h ; (G) Cellules Caco-2 avec 0,5% de 
DSS après 24h ; (H) Cellules Caco-2 avec 1% de DSS après 24h ; (I) Cellules Caco-2 avec 1,5% de 
DSS après 24h ; (J) Cellules Caco-2 avec 20% de DMSO après 24h. 
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4. Modulation de l’expression des cytokines pro-inflammatoires exprimées 

par les cellules Caco-2 traitées avec du DSS  

Nous avons aussi analysé l’effet des diverses concentrations de DSS (0,5% ; 1% 

et 1,5%) sur l’expression des cytokines pro-inflammatoires exprimées par les cellules 

Caco-2 (Figure 27). Ainsi, nous avons observé les conséquences d’un traitement 

avec du DSS sur l’expression à la fois d’une cytokine de référence ayant un rôle très 

important dans l’inflammation intestinale : TNFα (Fig. 27A) mais aussi sur une 

chimiokine produite par les cellules épithéliales après la détection d’agents 

pathogènes, tout en étant également une cytokine pro-inflammatoire produite en cas 

de stimulation immunitaire : IL-8 (Fig. 27B). Il faut tout d’abord souligner que le 

contrôle, représenté par les cellules Caco-2 seules, reflète quant à lui un état basal 

de l’expression des cytokines. Nos résultats montrent alors une augmentation 

significative de l’expression de ces deux cytokines, qui est de plus en plus marquée 

lorsque nous sommes en présence d’une concentration en DSS de plus en plus 

importante par rapport à la condition contrôle. Par ailleurs, les résultats mettent en 

évidence que la concentration avec 1,5% de DSS permet d’obtenir une meilleure 

robustesse statistique de la variation de l’expression des cytokines et chimiokines 

pro-inflammatoires exprimée par les cellules Caco-2 (IL-8 et TNFα) vis-à-vis du 

contrôle. Cela permet de confirmer que la concentration à 1,5 % offre les meilleures 

conditions pour mesurer les variations des cytokines pro-inflammatoires des cellules 

Caco-2 exposées au DSS. 

 

 

Figure 27 : Variation de l’expression des cytokines pro-inflammatoires des cellules Caco-2 
exposées au DSS. (A) Variation de l’expression du TNFα exprimée par les cellules Caco-2. (B) 
Variation de l’expression de l’IL-8 exprimée par les cellules Caco-2. Caco-2 : contrôle de l’expérience 
en absence de DSS. Les résultats ont été obtenus à partir de trois expériences indépendantes. 
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5. Mise au point du modèle permettant la migration des macrophages vers 

C. albicans à travers une barrière épithéliale traitée avec du DSS 

Par la suite, nous avons analysé la migration des macrophages vers C. albicans à 

travers une barrière épithéliale exposée à différentes concentrations de DSS (0,5%, 

1% et 1,5%). Cette migration permet de mettre en évidence l’influence du traitement 

sur l’intégrité de la barrière épithéliale (Figure 28). Ainsi, pour former une barrière 

intestinale intègre, nous devons laisser les cellules Caco-2 pendant 24h au repos 

afin qu’elles soient confluentes. Une fois confluentes, ces cellules sont traitées avec 

du DSS pendant 24h ou 48h. Puis, des macrophages marqués à la calcéine sont 

ajoutés afin de détecter leur migration à travers la barrière épithéliale intègre 

(contrôle) ou altérée par le traitement. Dans ce contexte, nous avons utilisé un 

contrôle sans DSS (CTL) montrant un passage actif des macrophages vers C. 

albicans à travers une barrière épithéliale intègre et fonctionnelle. L’ensemble des 

conditions est normalisé par rapport à ce contrôle présentant des valeurs aux 

alentours de 100%. Un contrôle positif, en absence des cellules Caco-2 (CTL+) qui 

montre quant à lui un passage actif des macrophages vers C. albicans en absence 

d’une barrière épithéliale. Ce contrôle positif présente des valeurs autour de 350% 

(Fig. 28A-B). Nous remarquons qu’après 24h ou 48h de traitement, nous avons une 

augmentation significative de la migration des macrophages pour des concentrations 

de DSS de 1% et 1,5% par rapport au contrôle (CTL). De plus, les données montrent 

que la migration des macrophages à travers les cellules épithéliales augmente au fur 

et à mesure que la concentration en DSS augmente. Par ailleurs, nous observons 

que l’augmentation de la migration des macrophages en présence de DSS reste 

significativement inférieure à celle du contrôle positif (CTL+). Néanmoins, les 

résultats obtenus après 48h ont été délibérément écartés de l’analyse puisque dans 

ces conditions les macrophages auraient été en contact avec le DSS depuis 24h, ce 

qui fausse à priori l’interprétation des résultats de la migration macrophagique (Fig. 

28B). En effet, nous ne pouvons pas savoir si la migration observée résulte 

uniquement de l’activité du DSS sur la barrière épithéliale ou si une stimulation 

directe des macrophages par le DSS est également à souligner. Ainsi, ces résultats 

suggèrent que la concentration de DSS à 1,5 % est la condition optimale pour 

analyser les effets anti-inflammatoires des AG. 
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Figure 28 : Migration des macrophages, à travers une membrane semi-perméable de cellules 
épithéliales Caco-2 traitées par DSS, vers C. albicans contenu dans le compartiment inférieur 
(cf figure 20 de la section 6.B.e du matériels et méthodes). (A) Traitement des cellules Caco-2 
pendant 24h avec différentes concentrations en DSS (0,5% ; 1% ; 1,5%). (B) Traitement des cellules 
Caco-2 pendant 48h avec les diverses concentrations en DSS. CTL : Migration en présence des 
cellules Caco-2 et C. albicans. CTL+ : Migration en absence des cellules Caco-2 et en présence de C. 
albicans. Les résultats ont été obtenus à partir de trois expériences indépendantes. 
 

6. Effet des acides gras sur la modulation de l’expression des cytokines 

inflammatoires exprimées par les cellules Caco-2 exposées au DSS  

L’effet des AG a été analysé sur les cellules Caco-2 exposées au DSS à 1,5 % en 

mesurant l’expression des cytokines TNFα, IL-8 et CCL2 en présence de plusieurs 

concentrations en AG, allant de 5 à 50 µg/mL. Dans un premier temps, nous 

observons que l’expression des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires 

augmente significativement en présence du DSS (Fig. 29A-C). Les cellules traitées 

par DSS concomitamment à l’ajout de l’acide oléique, notamment à une 

concentration de 25 µg/mL, permet de diminuer significativement l’expression de ces 

médiateurs pro-inflammatoires par rapport aux cellules traitées par DSS seul (Fig. 

29A-C). Aucun effet n’a été retrouvé pour l’acide palmitique aux concentrations 

testées. 

Pour aller plus loin, nous avons ensuite effectué la même expérience en présence 

des deux AG combinés à une concentration de 25 µg/mL chacun. Nos résultats 

mettent alors en évidence qu’en absence de DSS, les cellules traitées avec les AG 

individuellement ou de façon combinée ne montrent pas de variation significative de 

l’expression des cytokines pro-inflammatoires par rapport au contrôle (Fig. 30A-C). A 

l’inverse, les cellules Caco-2 exposées à 1,5 % de DSS (qui augmente 

significativement l’expression des médiateurs pro-inflammatoires) montrent que 

l’acide oléique seul (DOA) ou combiné à l’acide palmitique (DOA/PA) induit une 
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réduction significative des cytokines pro-inflammatoires par rapport au contrôle 

approprié (D) (Fig. 30A-C). 

 

 

Figure 29 : Évaluation de la modulation de l'expression des cytokines/chimiokines pro-
inflammatoires par différentes concentrations en AG dans le modèle de cellules Caco-2 traitées 
au DSS. Niveaux d'expression relative des ARNm du TNFα (A), de l'IL-8 (B) et du CCL2 (C) dans les 
cellules Caco-2 exposées à 1,5 % de DSS. CTL correspond à un groupe témoin (cellules Caco-2 
seules). D correspond aux cellules Caco-2 stimulées avec 1,5 % de DSS. DOA correspond aux 
cellules Caco-2 exposées à 1,5 % de DSS et traitées avec de l'acide oléique à une concentration de 
5, 10, 25 ou 50 µg/mL. DPA correspond aux cellules Caco-2 exposées à 1,5 % de DSS et traitées 
avec de l'acide palmitique à une concentration de 5, 10, 25 ou 50 µg/mL. Les résultats ont été obtenus 
à partir de deux expériences indépendantes.  
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Figure 30 : Effet des acides gras utilisés individuellement ou de façon combinée sur la 
modulation de l'expression des cytokines/chimiokines pro-inflammatoires dans les cellules 
Caco-2 exposées à 1,5 % de DSS. Niveaux d'expression relative des ARNm du TNFα (A), de l'IL-8 
(B) et du CCL2 (C) dans les cellules Caco-2 exposées à 1,5 % de DSS. CTL correspond à un groupe 
témoin (cellules Caco-2 seules). OA correspond aux cellules Caco-2 traitées avec de l'acide oléique à 
25 µg/mL. PA correspond à des cellules Caco-2 traitées avec de l'acide palmitique à 25 µg/mL. 
OA/PA correspond aux cellules Caco-2 traitées avec les deux AG à 25 µg/mL. D correspond aux 
cellules Caco-2 stimulées avec 1,5 % de DSS. DOA correspond aux cellules Caco-2 exposées à 1,5 
% de DSS et traitées avec de l'acide oléique à 25 µg/mL. DPA correspond aux cellules Caco-2 
exposées à 1,5 % de DSS et traitées avec de l'acide palmitique à 25 µg/mL. DOA/PA correspond aux 
cellules Caco-2 exposées à 1,5 % de DSS et traitées avec les deux AG à 25 µg/mL. Les résultats ont 
été obtenus à partir de trois expériences indépendantes.  
 

7. Effet des acides gras sur la migration des macrophages vers C. albicans 

à travers une barrière épithéliale de cellules Caco-2 soumises à 1,5 % de 

DSS  

Par la suite, l’effet des AG sur la migration des macrophages vers C. albicans à 

travers une barrière épithéliale Caco-2 saine ou exposée à 1,5 % de DSS a été 

analysé (Figure 31). Pour cela, les mêmes contrôles que ceux utilisés pendant la 
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mise au point de ce modèle ont été utilisés. Nos résultats montrent que les AG ne 

modifient pas la migration des macrophages vers C. albicans en présence d’une 

barrière épithéliale intègre (Fig. 31). En revanche, l’exposition des cellules au DSS 

permet bien une augmentation significative de la migration des macrophages par 

rapport au contrôle (CTL), tout en restant significativement inférieure à celle du 

contrôle positif (CTL+ ; absence de cellules Caco-2). Il faut alors souligner que dans 

ce contexte pro-inflammatoire, l’ajout de l’acide oléique (DOA) seul ou de l’acide 

palmitique (DPA) seul ne diminue pas la migration des macrophages, alors que la 

combinaison des deux AG (DOA/PA) permet de diminuer de manière significative la 

migration macrophagique par rapport aux cellules exposées à 1,5% de DSS.  

 

Figure 31 : Migration des macrophages vers C. albicans à travers des cellules Caco-2 exposées 
à 1,5 % de DSS et traitées avec les acides gras. CTL correspond à un contrôle (migration des 
macrophages à travers des cellules Caco-2 non traitées avec du DSS). OA correspond à la migration 
des macrophages à travers les cellules Caco-2 non exposées au DSS et traitées avec de l'acide 
oléique seul à 25 µg/mL. PA correspond à la migration des macrophages à travers les cellules Caco-2 
non exposées au DSS et traitées avec de l'acide palmitique seul à 25 µg/mL. OA/PA correspond à la 
migration des macrophages à travers les cellules Caco-2 non exposées au DSS et traitées avec les 
deux AG à 25 µg/mL. D correspond à la migration des macrophages à travers les cellules Caco-2 
exposées au DSS. DOA correspond à la migration des macrophages à travers les cellules Caco-2 
exposées au DSS et traitées avec de l'acide oléique seul à 25 µg/mL. DPA correspond à la migration 
des macrophages à travers les cellules Caco-2 exposées au DSS et traitées avec de l'acide 
palmitique seul à 25 µg/mL. DOA/PA correspond à la migration des macrophages à travers les 
cellules Caco-2 exposées au DSS et traitées avec les deux AG à 25 µg/mL. CTL + représente un 
contrôle positif (migration des macrophages en absence de cellules Caco-2). Les résultats ont été 
obtenus à partir de trois expériences indépendantes. 

 

8. Effet des acides gras sur la modulation de l’expression des cytokines, 

des médiateurs et des récepteurs impliqués dans les voies de 

signalisation inflammatoire des macrophages 

Le LPS, un composant de la paroi des bactéries à Gram négatif et agoniste de 

TLR4, est considéré comme un agent d’activation des macrophages. Dans ce travail, 

nous avons étudié l’effet des AG sur les macrophages stimulés par le LPS. Pour ce 
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faire, nous avons utilisé un traitement avec du LPS pendant 6h sur des macrophages 

(dérivés de cellules THP-1) pour induire une augmentation de l’expression du profil 

cytokinique, des médiateurs et des récepteurs impliqués dans les voies de 

signalisation inflammatoire afin d’étudier les propriétés pro- ou anti-inflammatoires 

des AG (Figure 32 et 33). 

 

Dans un premier temps, nous observons que les récepteurs FFAR1 et FFAR2 

augmentent de manière significative lorsque nous ajoutons de l’acide oléique seul 

(MΦOA) ou les deux AG combinés (MΦOA/PA) aux macrophages (Fig. 32A-B). De 

même, l’ajout de l’acide oléique seul (MΦOA) ou des deux AG combinés (MΦOA/PA) 

augmentent de manière significative l’expression de l’AMPK (AMP-activated protein 

kinase), de TLR2, de l’AhR, de l’IL-8 et de l’IL-10 alors que les cytokines pro-

inflammatoires et les autres récepteurs TLRs ne montrent aucune variation à 

l’exception de l’IL-12 qui diminue de manière significative au sein des macrophages 

traités avec les deux AG combinés (OA/PA) ou encore de l’IFNγ qui diminue en 

présence de l’acide oléique seul (MΦOA) (Fig. 32 et Fig. 33). En parallèle, l’ajout 

d’acide palmitique seul (MΦPA) permet l’augmentation significative de l’expression 

de FFAR2, de TLR2, de TNFα, de l’IL-1β et de l’IL-8 au sein des macrophages (Fig. 

32B, 32F et Fig. 33A et 33C). 

 

Dans un second temps, nous observons une augmentation significative de 

l’expression des TLRs analysés (TLR2 ; TLR4 et TLR8), des cytokines/chimiokines 

(TNFα ; IFNγ ; IL-1β ; IL-6 ; IL-10 ; IL-17 ; CCL2 et CCL5) ainsi que de l’expression 

de l’AhR, COX2, Myd88 et de NF-κB lorsque nos macrophages sont traités avec du 

LPS (MΦLPS) par rapport au contrôle (macrophages seuls ; MΦ) (Fig. 32 et Fig. 

33). Dans ces conditions, nous observons une diminution significative de l’expression 

des cytokines IL-12 et IL-18 (Fig. 33G et 33I). De plus, nous observons que les 

macrophages stimulés avec du LPS et traités avec l’acide oléique seul (MΦLPSOA), 

l’acide palmitique seul (MΦLPSPA) ou les deux AG combinés (MΦLPSOA/PA) 

montrent une augmentation significative de l’expression de FFAR3 alors que 

l’expression de FFAR2 augmente uniquement en présence de l’acide oléique seul 

(MΦLPSOA) (Fig. 32B-C). Tandis que l’expression de FFAR1 des macrophages 

stimulés par LPS ne semble pas être affectée par un traitement avec ces AG utilisés 

individuellement ou de façon combinée (MΦLPSOA ; MΦLPSPA ; MΦLPSOA/PA) 
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(Fig. 32A). De même, nous remarquons une augmentation significative de 

l’expression dans le cas de l’AhR pour les macrophages stimulés par LPS et traités 

avec l’acide oléique seul (MΦLPSOA) ou combiné avec l’acide palmitique 

(MΦLPSOA/PA) par rapport aux macrophages stimulés uniquement par LPS 

(MΦLPS) (Fig. 32I). A l’inverse, les macrophages qui sont exposés au LPS et traités 

avec l’acide palmitique seul (MΦLPSPA) montrent une augmentation significative de 

l’expression de l’IFNγ, de l’IL-17 ainsi qu’une tendance similaire pour les cytokines 

pro-inflammatoires TNFα et IL-8 (Fig. 33A-B, 33E et 33H). En parallèle, les 

macrophages stimulés par LPS et traités avec les deux AG combinés 

(MΦLPSOA/PA) montrent une diminution significative de l’expression de COX-2, de 

TNFα, de l’IL-6, de l’IL-12 ainsi que des chimiokines CCL2 et CCL5 par rapport aux 

macrophages stimulés uniquement par LPS (MΦLPS) (Fig. 32E et Fig. 33A, 33D, 

33G et 33J-K).  
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Figure 32 : Expression des récepteurs et médiateurs inflammatoires exprimés dans les 
macrophages exposés à du LPS et traités par les acides gras. (A-K) Niveaux d'expression relative 
des ARNm de FFAR1, FFAR2, FFAR3, AMPKα, COX-2, TLR2, TLR4, TLR8, AhR, Myd88, NF-κB, 
respectivement dans les macrophages. MΦ représente un groupe contrôle (macrophages seuls) ; 
MΦOA, MΦPA et MΦOA/PA correspondent à des macrophages traités avec de l'acide oléique seul, 
de l'acide palmitique seul ou les deux AG combinés à 25 µg/mL, respectivement. MΦLPS représente 
un contrôle positif (macrophages exposés au lipopolysaccharide). MΦLPSOA, MΦLPSPA et 
MΦLPSOA/PA correspondent à des macrophages exposés au LPS et traités avec de l'acide oléique 
seul, de l'acide palmitique seul ou les deux AG combinés à 25 µg/mL, respectivement. Les résultats 
ont été obtenus à partir de trois expériences indépendantes.  
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Figure 33 : Expression des cytokines/chimiokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires 
exprimées dans les macrophages exposés à du LPS et traités par les acides gras. (A-K) Niveaux 

d'expression relative des ARNm de TNFα, IFNγ, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, IL-18, CCL2 et 

CCL5, respectivement dans les macrophages. MΦ représente un groupe contrôle (macrophages 
seuls) ; MΦOA, MΦPA et MΦOA/PA correspondent à des macrophages traités avec de l'acide oléique 
seul, de l'acide palmitique seul ou les deux AG combinés à 25 µg/mL, respectivement. MΦLPS 
représente un contrôle positif (macrophages exposés au lipopolysaccharide). MΦLPSOA, MΦLPSPA 
et MΦLPSOA/PA correspondent à des macrophages exposés au LPS et traités avec de l'acide 
oléique seul, de l'acide palmitique seul ou les deux AG combinés à 25 µg/mL, respectivement. Les 
résultats ont été obtenus à partir de trois expériences indépendantes.  
 

9. Effet des acides gras sur les taux protéiques de TNFα, d’IL-6 et d’IL-1β 

sécrétés par les macrophages 

En relation avec les données précédentes, nous avons traité les macrophages 

dans les mêmes conditions que le chapitre précédent. Ces macrophages ont été 
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simultanément traités par LPS et AG et ce pendant 16h. La sécrétion protéique des 

cytokines pro-inflammatoires a été ensuite mesurée (Figure 34). Ainsi, nous 

observons une augmentation significative des taux protéiques sécrétés de TNFα, 

d’IL-6 et d’IL-1β lorsque les macrophages ont été stimulés par du LPS (Fig. 34A-C). 

De plus, nous remarquons une diminution significative des taux protéiques de 

cytokines de TNFα et d’IL-6 sécrétés lorsque les macrophages exposés au LPS sont 

traités avec les AG combinés (MΦLPSOA/PA) par rapport au contrôle positif 

(MΦLPS) (Fig. 34A-B). A contrario, dans ces mêmes conditions, aucune 

modification dans la sécrétion de l’IL-1β n’a été observée (Fig. 34C). 

 

 
Figure 34 : Effet des acides gras sur les niveaux protéiques de TNFα, d’IL-6 et d’IL-1β sécrétées 
par les macrophages exposés ou non à du LPS. (A) Libération de TNFα dans les macrophages. 
(B) Libération de l'IL-6 dans les macrophages. (C) Libération de l'IL-1β dans les macrophages. MΦ 
représente un groupe témoin (macrophages seuls) ; MΦOA, MΦPA et MΦOA/PA correspondent à des 
macrophages traités avec de l'acide oléique seul, de l'acide palmitique seul ou les deux AG combinés 
à 25 µg/mL, respectivement. MΦLPS représente un contrôle positif (macrophages exposés au 
lipopolysaccharide). MΦLPSOA, MΦLPSPA et MΦLPSOA/PA correspondent à des macrophages 
exposés au LPS et traités avec de l'acide oléique seul, de l'acide palmitique seul ou les deux AG 
combinés à 25 µg/mL, respectivement. Les résultats ont été obtenus à partir de trois expériences 
indépendantes. 
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10.  Effet des acides gras sur l’interaction entre C. glabrata et les cellules 

épithéliales 

En parallèle, nous avons exploré la possibilité que ces AG puissent avoir un effet 

sur la capacité d’adhérence de C. glabrata sur des cellules Caco-2 (Figure 35). Une 

co-incubation de 2h de C. glabrata-cellules Caco-2 d’une part, de C. glabrata-cellules 

Caco-2-AG d’autre part a été effectuée. Dans ce dernier cas, les cellules Caco-2 sont 

d’abord exposées aux AG (individuellement ou combinés) avant d’y ajouter C. 

glabrata. Nos résultats montrent que les AG (individuellement ou combinés) sont 

capables d’altérer la capacité d’adhérence de C. glabrata sur les cellules intestinales.  

 

 
Figure 35 : Effet des acides gras sur la capacité d’adhérence de C. glabrata sur les cellules 
épithéliales Caco-2. Cg correspond à un contrôle (cellules Caco-2 exposées à C. glabrata). Caspo 
repsrésente un contrôle standard (cellules Caco-2 challengées avec C. glabrata et traitées avec de la 
caspofungine). OA, PA et OA/PA correspondent à des cellules Caco-2 challengées par du C. glabrata 
et traitées avec de l'acide oléique seul, de l'acide palmitique seul ou les deux AG combinés à 25 
µg/mL, respectivement. Les résultats ont été obtenus à partir de deux expériences indépendantes. 
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B) Détermination des propriétés antifongiques des acides gras 

Après extraction, caractérisation et détermination des propriétés anti-

inflammatoires des AG, nous avons également cherché à déterminer si les AG (OA 

et PA) possèdent des propriétés antifongiques sur C. albicans ou C. glabrata. 

 

1. Rôle des acides gras sur la viabilité de Candida spp.  

Il est clairement établi que B. thetaiotaomicron et L. johnsonii sont douées 

d’activités enzymatiques de type chitinase et mannosidase qui ont une activité lytique 

sur la paroi fongique, mais la question additionnelle que nous nous sommes posée 

était de savoir si les AG issus de l’interaction de ces bactéries avec des cellules 

épithéliales de côlon, ont également un effet sur la viabilité de Candida 

comparativement à l’effet inhibiteur exercé par la caspofungine. Pour répondre à 

cette question, nous avons testé la viabilité des Candida en présence d’un panel de 

concentrations allant de 10 à 250 µg/mL d’AG utilisé individuellement ou de façon 

combinée (Figure 36A-F). Ainsi, à T0 de la co-incubation entre les AG et C. albicans, 

nous n’observons aucune variation de la bioluminescence exprimée par les C. 

albicans traités avec les AG (OA ; PA ; OA/PA) pour les diverses concentrations 

effectuées (Fig. 36A). A 60 minutes de co-incubation (Fig. 36B), nous observons 

une diminution significative de la bioluminescence émise par C. albicans en présence 

des diverses concentrations en AG (OA ; PA ; OA/PA). Cependant, après 120 

minutes de co-incubation (Fig. 36C), nous observons que cette diminution 

significative de la bioluminescence de C. albicans, n’est encore effective que dans le 

cas de l’acide oléique seul (OA) ou en présence des deux AG combinés (OA/PA) 

suggérant un effet plus marqué pour l’acide oléique seul (OA) ou combiné avec le 

PA. 

Faute de disponibilité de C. glabrata bioluminescente, la viabilité fongique a été 

évaluée par culture sur boite de Pétri. Les résultats obtenus après diverses co-

incubations en présence des AG individuellement ou de façon combinée à une 

concentration allant de 25 à 250 µg/mL (Fig. 36D-F) montrent une diminution 

significative du nombre de UFC après 60 et 120 minutes de co-incubation (Fig. 36E-

F). 
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Figure 36 : Effet des acides gras sur la viabilité de Candida spp. (A-C) Bioluminescence de C. 
albicans traitée avec OA, PA, OA/PA à une concentration de 10, 25, 50, 100, 250 µg/mL après 0, 60 
et 120 minutes de co-incubation. *P<0,05 vs C. albicans ; **P<0,01 vs. C. albicans ; ***P<0,001 vs. C. 
albicans. (D-F) Viabilité de C. glabrata en présence d’OA, PA ou OA/PA à une concentration de 25 ou 
250 µg/mL après 0, 60 et 120 minutes, via un test sur plaque de culture. Cg représente un contrôle. 
Caspo représente un contrôle standard (C. glabrata traité par de la caspofungine). OA, PA et OA/PA 
correspondent à C. glabrata traités avec de l'acide oléique seul, de l'acide palmitique seul ou les deux 
acides gras combinés, respectivement. Les résultats ont été obtenus à partir de trois expériences 
indépendantes. 

 

2. Rôle des acides gras sur le biofilm de Candida spp.  

Nous avons également étudié l’effet des AG sur la formation du biofilm par 

deux principales espèces pathogènes : C. albicans et C. glabrata. Pour cela, nous 

avons utilisé les AG à une concentration de 25 µg/mL, concentration optimale pour 

apprécier les effets anti-inflammatoires comme défini précédemment (Figure 37). 

Dans le cas de C. glabrata, après 4h, 8h et 24h de co-incubation des cellules 

fongiques avec les AG (OA seul, PA seul ou les deux combinés). Nous observons 
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une diminution significative de la formation du biofilm lorsque C. glabrata est co-

incubée avec les AG avec un effet optimal à 24h notamment pour l’acide oléique 

(Fig. 37A-C). Tandis que dans le cas de C. albicans, nous n’observons pas de 

diminution significative de la formation du biofilm après 4h de co-inbucation des 

levures avec les AG (OA ; PA ; OA/PA) (Fig. 37D), alors que cette diminution était 

significativement notable après 8h et 24h de co-incubation des levures avec l’acide 

oléique seul (OA), l’acide palmitique seul (PA) ou avec les deux AG combinés 

(OA/PA) (Fig. 37E-F). 

 

 
Figure 37 : Effet des acides gras sur la production des biofilms de Candida spp. (A-C) Co-
culture de C. glabrata et des AG (OA, PA, OA/PA) après 4 h, 8 h et 24 h. (D-F) Co-culture de de C. 
albicans et des AG (OA, PA, OA/PA) après 4, 8 et 24 h. Cg et Ca représentent les témoins (formation 
d’un biofilm en condition standard). Caspo représente un contrôle d’inhibition du biofilm (Co-culture de 
C. glabrata ou C. albicans avec de la Caspofungine). OA, PA et OA/PA correspondent à C. glabrata 
ou C. albicans stimulés avec de l'acide oléique seul, de l'acide palmitique seul ou les deux AG 
combinés, respectivement. Les résultats ont été obtenus à partir de trois expériences indépendantes. 
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C) Rôle des acides gras sur l’élimination de C. glabrata et sur la 

modulation de l’inflammation intestinale dans un modèle murin 

de colite chimio-induite par DSS 

 

L’effet des AG sur l’élimination de C. glabrata ainsi que sur l’inflammation 

intestinale a été évalué au moyen d’un modèle murin de colite DSS-induite. Ainsi, 

nous avons constitué 7 groupes d’animaux : 

- un groupe contrôle (CTL, eau),  

- un groupe contrôle ayant reçu du C. glabrata par gavage (Cg), 

- un groupe contrôle ayant reçu des AG (FA),  

- un groupe avec une colite DSS-induite (D, contrôle de l’inflammation intestinale),  

- un groupe avec une colite DSS-induite ayant reçu du C. glabrata par gavage 

(DCg),  

- un groupe avec une colite DSS-induite ayant reçu des AG (DFA), 

- un groupe avec une colite DSS-induite ayant reçu du C. glabrata par gavage et 

des AG (DCgFA). 

 

1. Évaluation des effets des AG sur les paramètres inflammatoires à travers 

un modèle murin de colite chimio-induite par DSS  

Tout d’abord, nous avons étudié l’effet des AG sur divers paramètres 

inflammatoires comme la variation de la masse corporelle, du score clinique ou 

encore du score histologique basé sur nos observations histologiques (Figure 38). 

Comme attendu, les groupes CTL, FA et Cg ne montrent aucun signe d’inflammation 

intestinale : la masse corporelle (Fig. 38A) et le score clinique (Fig. 38B) varient très 

peu au cours du temps et le score histologique est resté faible et constant (Fig. 38C). 

Par ailleurs, l’examen microscopique ne révèle ni infiltrats leucocytaires, ni œdèmes, 

ni lésions épithéliales (Fig. 38D). A l’inverse, les groupes d’animaux ayant reçu le 

DSS (D et DCg) montrent une diminution significative de la masse corporelle à partir 

du 12éme jour (Fig. 38A). Cette diminution de l’ordre de 10 à 15% chez les animaux 

sous DSS (D et DCg) contraste avec celle retrouvée chez les animaux sous DSS et 

traités par les AG (DFA et DCgFA). Le score clinique quant à lui, diminue de manière 

significative pour les groupes sous DSS et traités avec les AG (DFA et DCgFA) par 

rapport aux groupes sous DSS (D et DCg) (Fig. 38B). De même, le score 
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histologique des groupes sous DSS et traités avec les AG (DFA et DCgFA) diminue 

significativement par rapport aux groupes sous DSS (D et DCg) (Fig. 38C). Ces 

données convergent vers nos observations histologiques montrant des infiltrats 

leucocytaires, des œdèmes et des lésions épithéliales bien plus prononcés dans les 

deux groupes sous DSS (D et DCg) par rapport à l’ensemble des autres groupes 

(Fig. 38D). 
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Figure 38 : Effets des acides gras sur les paramètres inflammatoires dans un modèle de colite 
chimio-induite par DSS. (A) Masse corporelle des souris au cours de l’expérimentation (en %). 
Φ=****P<0,0001, DCg vs. DCgFA ; Ψ=*P<0,05, D vs. DFA. Les groupes témoins correspondent à 
CTL (eau), Cg (C. glabrata) et FA (acides oléique/palmitique). Les groupes expérimentaux 
correspondent à D (DSS), DCg (DSS et C. glabrata), DFA (DSS + acides oléique/palmitique) et 
DCgFA (DSS + C. glabrata + acides oléique/palmitique). (B) Score clinique des souris sous colite 
chimio-induite par DSS au cours de l’expérimentation. (C) Score histologique de l'inflammation. (D) 
Analyse histologique des sections de côlon provenant de souris sous colite chimio-induite par DSS. 
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Les panneaux (CTL), (Cg) et (FA) représentent des sections de côlon de souris ayant reçu de l'eau 
(CTL), C. glabrata ou les AG (oléique/palmitique), respectivement. Le panneau (D) représente des 
sections de côlon de souris recevant du DSS. Le panneau (DCg) représente des sections de côlon de 
souris recevant du DSS + C. glabrata. Les panneaux (DFA) correspondent à des sections de côlon de 
souris recevant du DSS + acides oléique/palmitique. Les panneaux (DCgFA) correspondent à des 
sections de côlon de souris recevant du DSS + C. glabrata + acides oléique/palmitique. Les sections 
des souris sous colite DSS-induite montrent d'importants infiltrats de cellules inflammatoires (δ), une 
destruction tissulaire (θ) et des œdèmes (Ψ) dans la muqueuse ou la sous-muqueuse des structures 
de la paroi du côlon. Les données sont issues de 6 souris par groupe. Les barres d'échelle 
représentent 50 µm (panneaux de gauche) et 25 µm (panneaux de droite présentant les zooms des 
conditions D, DFA, DCg et DCgFA).  
 

2. Caractérisation de la charge fongique dans les selles et les organes des 

animaux sous DSS et recevant du C. glabrata seul ou en présence d’un 

traitement par AG 

La charge fongique a été déterminée dans tous les groupes d’animaux ayant reçu 

les levures et dans le groupe contrôle. Cette charge a été évaluée tous les 2 jours 

dans les selles puis dans les organes (côlon, cæcum et estomac) le jour du sacrifice 

afin d’évaluer si les AG détiennent des propriétés antifongiques permettant 

l’élimination de C. glabrata (Figure 39). Nous observons une diminution significative 

de la charge fongique entre le 1er et le 2ème jour pour l’ensemble des groupes (Cg, 

DCg et DCgAG). Cette diminution continue jusqu’au 6ème jour où l’on observe une 

élimination totale de C. glabrata notamment dans le cas du groupe Cg. Dans le cas 

du groupe DCg, nous observons une reprise de la colonisation et une augmentation 

de la charge fongique à partir du 12ème jour et ce, de manière significative par rapport 

aux groupes CTL, Cg et au groupe traité avec les AG (DCgAG) (Fig. 39A). En 

parallèle, nous remarquons également une colonisation significative au sein de 

l’estomac pour le groupe DCg par rapport à l’ensemble des autres groupes (Fig. 

39B). 
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Figure 39 : Effet des acides gras sur l'élimination de C. glabrata dans le tractus digestif lors 
d’une colite chimio-induite par DSS. Les quatre groupes sont constitués du contrôle (CTL ; eau), C. 
glabrata (Cg), DSS + C. glabrata (DCg) et DSS + C. glabrata + AG (DCgFA). (A) Détermination du 
nombre de colonies viables de C. glabrata récupérées dans les selles. (B) Nombre de colonies viables 
de C. glabrata récupérées dans l'estomac, le cæcum et le côlon. Les données sont issues de 6 souris 
par groupe.  

 

3. Détermination de la charge bactérienne dans les selles de souris sous 

colite DSS-induite et recevant du C. glabrata seul ou en présence d’un 

traitement par AG 

La charge bactérienne a été analysée à partir des selles, tous les deux jours, pour 

l’ensemble des groupes (Figure 40). La comparaison des groupes D et DCg par 

rapport aux groupes contrôles, montre que les populations en E. coli et en E. faecalis 

augmentent de manière significative à partir du 10ème et 12ème jour du suivi des 

animaux, respectivement, et ce jusqu’au jour du sacrifice (Fig. 40A-B). Comparé aux 

groupes contrôles D et DCg, nous notons une diminution significative de ces 

populations bactériennes au sein des groupes de souris sous DSS et traités par AG 

(DAG et DCgAG).  
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Figure 40 : Détermination des populations bactériennes fécales viables après traitement par les 
acides gras chez des souris atteintes de colite chimio-induite par DSS. Les sept groupes sont 
constitués du contrôle (CTL ; eau), C. glabrata (Cg), AG (FA), DSS (D), DSS + AG (DFA), DSS + C. 
glabrata (DCg), DSS + C. glabrata + AG (DCgFA). (A) Détermination du nombre d'unité formant 
colonie (UFC) de E. coli récupérées dans les échantillons de selles. (B) Nombre d'UFC de E. faecalis 
récupérées dans les selles. La charge bactérienne à l’état basal (souris sans traitement) est 
déterminée à J0 avant que les souris reçoivent le DSS, C. glabrata ou un traitement par les AG. Les 
données sont issues de 6 souris par groupe.  

 

4. Effets des acides gras sur la modulation de l’expression des récepteurs 

de l’immunité, des facteurs de signalisation et des cytokines 

inflammatoires exprimés dans le côlon des souris avec colite chimio-

induite par DSS 

A la fin de l’expérimentation, les souris ont été sacrifiées et une partie du côlon a 

été utilisée pour analyser l’expression de certains récepteurs, médiateurs et 

cytokines intestinaux (Figure 41). Ainsi, le groupe CTL représente le taux basal de 

leur expression dans un environnement sain. Les groupes Cg et FA représentent 

aussi le taux basal de l'expression dans un environnement sain en présence de C. 

glabrata ou des AG, respectivement. Ainsi, dans les groupes sous DSS (D et DCg), 

une augmentation significative de l’expression de TLR8, de la dectine-1, de Myd88, 

de FOXP3 d’une part et des cytokines (IL-1β, IL-6, IL-10, TNFα et IFNγ) d’autre part 
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ont été observées comparativement aux groupes contrôles (CTL, Cg et FA). 

Cependant, les souris sous DSS traitées avec les AG (DFA et DCgFA) montrent à la 

fois une diminution significative de l’expression du récepteur TLR8, du facteur de 

signalisation Myd88 et une augmentation significative de la dectine-1, de l’AhR et de 

la cytokine IL-10 par rapport aux groupes sous DSS (D et DCg) (Fig. 41A-D et 41F). 

En parallèle, les souris sous DSS colonisées par C. glabrata et recevant des AG 

(DCgFA) montrent une augmentation significative de l’expression de FOXP3 ainsi 

qu’une diminution significative de l’expression des cytokines pro-inflammatoires (IL-

1β, IL-6, TNFα et IFNγ) par rapport aux groupes sous DSS colonisés par C. glabrata 

(DCg) (Fig. 41E et 41G-J). De plus, les souris sous DSS et recevant des AG (DFA) 

affichent les mêmes tendances par rapport au groupe sous inflammation (D) (Fig. 

41E et 41G-J).  

 

 

Figure 41 : Expression des récepteurs, des médiateurs et des cytokines dans le côlon des 
souris sous colite chimio-induite par DSS et traitées avec les acides gras. (A-J) Niveaux 
d'expression relative des ARNm de TLR8, la Dectine-1, AhR, Myd88, FOXP3, IL-10, IL-1β, IL-6, TNFα 

et IFNγ dans le colon des souris. Les données sont issues de 6 souris par groupe.  
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Discussion 

 

Les MICI sont des maladies multifactorielles qui se caractérisent par une 

prédisposition génétique mais également par des facteurs environnementaux et 

immunologiques qui influencent le microbiote intestinal36,52,492. Ce microbiote peut 

alors subir des altérations qui joueraient un rôle crucial dans de nombreuses 

maladies y compris les MICI17,104,493. D’ailleurs, les patients atteints de MICI montrent 

une diminution de la biodiversité de ce microbiote intestinal, en particulier pour les 

espèces anaérobies strictes des phyla Firmicutes et Actinobacteria494. Il a été 

également rapporté qu’une réduction des Bacteroides spp. apparaît dans les MICI, 

surtout au cours de la phase active de la maladie495. Il faut également souligner que 

ce microbiote intestinal est essentiel pour la santé de l’hôte ainsi que pour la 

maturation du système immunitaire. De plus, ce microbiote est aussi capable de 

synthétiser des métabolites microbiens, comme les AGCC produits par la 

fermentation bactérienne, qui participent au maintien de l’homéostasie intestinale496. 

 Par ailleurs, sous certaines conditions physiopathologiques, notamment 

engendrées par l’inflammation intestinale, il a été démontré que C. albicans est 

capable de coloniser de manière fréquente et intense le tractus digestif, et qu’à son 

tour la colonisation par ces levures amène à l’aggravation de la colite 

intestinale113,114. De ce fait, il est maintenant bien établi que l’inflammation intestinale 

et la colonisation intense par C. albicans constituent des facteurs importants à 

l’origine d’une dysbiose bactérienne15,114 qui elle-même, de par ces altérations, crée 

une boucle d’amplification du processus inflammatoire17,102. Parmi ces altérations 

bactériennes, nous retrouvons une prolifération excessive des pathogènes 

opportunistes tels que les entérobactéries (E. coli) et/ou E. faecalis. Cette 

prolifération se fait au détriment de certaines bactéries anaérobies, telles que L. 

johnsonii et B. thetaiotaomicron, qui présentent un rôle bénéfique dans la prévention 

de l’inflammation intestinale189,497. De même, une corrélation inverse semble exister 

entre les populations de ces bactéries (L. johnsonii et B. thetaiotaomicron) et la 

colonisation par les levures du genre Candida15. Nous avons montré au travers du 

modèle de colite chimio-induite par DSS, que ces bactéries sont potentiellement 

bénéfiques et préventives contre les colites ulcératives aigües ainsi que dans 



Page 141 sur 259 
 

l’élimination de C. glabrata19. Des approches in vitro ont également permis de mettre 

en évidence que ces deux bactéries sont capables d’inhiber la croissance de C. 

glabrata via leurs activités enzymatiques de type mannosidase ou chitinase19. Une 

autre étude a aussi mis en évidence le rôle des Lactobacilles, dans l’inhibition de la 

colonisation muqueuse par C. albicans suggérant un rôle de ces probiotiques dans la 

prévention des candidoses muqueuses200. De surcroît, nos travaux précédents ont 

pu montrer que la restauration de la flore bactérienne, dont notamment L. johnsonii 

et B. thetaiotaomicron, atténue le développement de la colite chez la souris grâce à 

la modulation de l’expression des cytokines pro-inflammatoires et des TLRs19. 

Dans ce contexte, nous avons évalué la capacité de la co-incubation de ces 

bactéries avec des cellules épithéliales de côlon murin à libérer des AG impliqués 

dans la modulation de l’inflammation intestinale. Après une première étape d’analyse 

par GC/MS, nous avons pu mettre en évidence la présence de deux AG dans le 

surnageant des cultures : l’acide oléique (18 :1) et l’acide palmitique (16 :0). Il est 

essentiel de souligner que l’acide palmitique est un AGCL saturé connu pour son rôle 

dans la modulation du système immunitaire. En effet, cet AGCL est capable d’induire 

l’activation des monocytes et de stimuler les réponses pro-inflammatoires des 

cellules immunitaires humaines498,499. A l’inverse l’acide oléique, qui est un AGCL 

insaturé, présente quant à lui des propriétés anti-inflammatoires498,500,501. 

Dans la présente étude, nous avons mis en place un modèle in vitro de type 

transwell impliquant des cellules Caco-2 exposées à 1,5 % de DSS. Nous avons pu 

montrer que ces cellules étaient capables de sécréter certaines 

cytokines/chimiokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-8 ou encore CCL2) en réaction 

au DSS. Nous avons aussi montré une augmentation de la migration des 

macrophages à travers une monocouche de cellules Caco-2 prétraitée par DSS, vers 

des cellules fongiques contenues dans le compartiment opposé à celui des 

macrophages. L’établissement de ce modèle constitue un outil original pour évaluer 

les propriétés anti-inflammatoires de ces AGCL. Ainsi, contrairement à l’acide 

palmitique, l’acide oléique ou la combinaison des deux AGCL induit une diminution 

significative de l’expression des cytokines/chimiokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-

8 et CCL2) par les cellules Caco-2 exposées à du DSS. De même, les deux AGCL 

combinés étaient capables de réduire de manière significative la migration des 

macrophages vers C. albicans en présence de la monocouche de cellules Caco-2 
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prétraitées par DSS. L’ensemble de ces données révèlent que l’acide palmitique 

présente des propriétés biologiques différentes de l’acide oléique en termes d’activité 

anti-inflammatoire et de modulation des réponses médiées par les macrophages.  

Dans cette même étude, nous nous sommes intéressés aux récepteurs 

impliqués dans la reconnaissance des AG : FFAR1, FFAR2 et FFAR3236,502. Ces 

récepteurs jouent un rôle important pour les fonctions métaboliques et contribuent à 

l’homéostasie énergétique ainsi qu’à la modulation de l’inflammation503. Il a été 

montré que la signalisation FFAR1-dépendante en présence des métabolites 

microbiens intestinaux tels que l’acide linoléique restaure les altérations de la 

barrière épithéliale intestinale504. Dans le cas de FFAR2, différentes études montrent 

son implication dans la modulation de la réponse inflammatoire236,504. Ainsi, les 

souris déficientes en FFAR2 présentent une réponse inflammatoire excessive lors 

d’une colite expérimentale. Cet effet serait en lien avec des infiltrats cellulaires 

impliquant de nombreuses cellules immunitaires505. Ces données sont en accord 

avec les résultats observés dans notre étude où nous montrons que l’ajout de l’acide 

oléique seul ou combiné à l’acide palmitique permet d’augmenter l’expression de 

FFAR1, de FFAR2, de l’AMPK et de l’IL-10 dans le modèle macrophage. De plus, il a 

été montré que l’altération de l’AMPK à la surface des macrophages serait associée 

à une production accrue des cytokines pro-inflammatoires506. De plus, Salvado et al. 

ont rapporté que l'effet bénéfique de l’OA dépend de l'activation de l'AMPK, un 

capteur métabolique qui module l'inflammation507. Les travaux de Finucane OM et al. 

démontrent aussi que l’acide oléique est capable d’inhiber la production d’IL-1β 

induite par l’ATP via un mécanisme dépendant de l’AMPK dans des macrophages 

exposés au LPS et à l’acide palmitique508. En parallèle, nos données sur les 

macrophages ont permis de montrer que l’acide oléique augmente l’expression de 

l’IL-10. Ces propriétés anti-inflammatoires de l’acide oléique ont été également 

confirmées dans un modèle animal d’obésité induite509.  

Les propriétés anti-inflammatoires de ces deux AGCL ont été également 

explorées dans la présente étude. Le modèle utilisé est celui du macrophage activé 

par le LPS dans lequel nous avons mesuré l’expression des cytokines inflammatoires 

comme TNFα, IFNγ, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, IL-18, CCL2 ou CCL5 et 

l’expression de plusieurs médiateurs/récepteurs majeurs de l’inflammation (COX-2 

ou AhR). Nos données mettent alors en évidence que la combinaison des deux 
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AGCL diminue l’expression des cytokines TNFα, IL-6, IL-12 ou encore CCL2 et 

CCL5. Dans ce même modèle macrophage, nous avons montré que la combinaison 

de ces deux AGCL est également capable de diminuer de manière significative les 

taux protéiques des cytokines TNFα et IL-6. Ces données sont en accord avec une 

étude récente sur des macrophages murins (RAW264.7 macrophage cells) qui 

rapporte que certains AG présentent des propriétés anti-inflammatoires. Dans cette 

étude, les AG notamment l'acide oléique, permettent de réguler la transcription de 

gènes associés au processus inflammatoire avec notamment une diminution de 

l’expression de TNFα et d’IL-6 ainsi qu’une diminution de la production de COX-2510. 

Ces données sont à relier avec des études qui ont rapporté que l’augmentation des 

médiateurs inflammatoires tels que TNFα ou encore COX-2 participerait à la sévérité 

des colites chimio-induites511,512. 

Dans un second temps, nous avons recherché à savoir si ces deux AGCL par 

eux-mêmes sont capables de présenter des propriétés antifongiques. Pour cela, 

nous avons étudié les effets de ces derniers sur l’adhérence de C. glabrata aux 

cellules épithéliales, sur la viabilité des espèces C. albicans et C. glabrata ainsi que 

sur la maturation de leurs biofilms. Nous avons pu montrer que les deux AGCL 

diminuent significativement la viabilité et la formation des biofilms par les espèces 

Candida spp. tout comme l’adhérence de C. glabrata sur des cellules épithéliales. 

Ces résultats sont en accord avec l’étude de Muthamil S et al. qui ont pu démontrer 

l’efficacité de l’acide oléique à inhiber la formation du biofilm et diminuer la virulence 

des espèces Candida spp analysées. L’analyse protéomique montre que l’acide 

oléique est capable d’exercer un stress oxydatif chez la cellule fongique et que ce 

stress cible plusieurs protéines impliquées dans le métabolisme du glucose, la 

production de lipases, la biosynthèse de l’ergostérol et la biosynthèse des acides 

aminés513. L’étude de Prasath KG et al., quant à elle a montré que comme pour 

l’acide oléique, l’acide palmitique est capable d’inhiber les facteurs de virulence de 

Candida tels que les activités enzymatiques lytiques ou encore la formation du 

biofilm514. 

Nous avons ensuite évalué in vivo le rôle anti-inflammatoire de ces deux 

AGCL combinés ainsi que leur capacité à éliminer C. glabrata dans un modèle murin 

de colite chimio-induite. Ainsi, l’administration orale de ces AGCL combinés permet 

une diminution significative des paramètres inflammatoires en termes de masse 
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corporelle, de score clinique et de score histologique. Ces données sont conformes à 

celles déjà rapportées par Buthelezj S et al., démontrant des propriétés anti-

inflammatoires de ces AGCL515. Ces données sont corroborées dans une étude de 

Reddy KVK & Naidu KA, qui montre dans un modèle in vivo que l’acide oléique est 

capable d’atténuer les lésions des muqueuses avec notamment une diminution des 

œdèmes et de la distorsion des cryptes dans la muqueuse516. Par ailleurs, nos 

travaux menés sur un modèle in vivo de colite chimio-induite ont permis de montrer 

que l’utilisation de ces deux AGCL combinés était associée à la réduction de 

l’inflammation et que celle-ci était corrélée à l’élimination de C. glabrata des 

muqueuses digestives. Nos analyses des variations des populations en E. coli et E. 

faecalis montrent que ces dernières diminuent significativement chez les souris 

traitées avec les deux AGCL combinés.  

Le dernier volet in vivo de notre étude concerne l’évaluation de l’effet du 

traitement par ces deux AGCL combinés sur la régulation des récepteurs intestinaux 

ainsi que sur le profil cytokinique. Les souris avec colite inflammatoire et gavées 

avec du C. glabrata montrent au niveau de la muqueuse colique, une expression 

accrue de TLR8 et de la Dectine-1. Ces données suggèrent que l’altération du 

microbiote et l’inflammation intestinale conduisent à l’activation des récepteurs 

intestinaux via des pathobiontes opportunistes tels que E. coli, E. faecalis ou encore 

C. glabrata. De manière inattendue, ces mêmes souris traitées par les deux AGCL 

combinés montrent une augmentation de l’expression du récepteur Dectine-1 alors 

que l’expression du récepteur TLR8 est diminuée. En parallèle, nous avons observé 

que l’expression de Myd88, une molécule adaptatrice, augmente de manière 

significative chez les souris présentant une inflammation intestinale. Il est essentiel 

de souligner que Myd88 est important dans la protection de l’hôte vis-à-vis de la 

colite intestinale puisque des souris Myd88-/- présentent une plus grande sévérité de 

l’inflammation intestinale comparativement à des souris contrôles517. Étant donné 

que l’inflammation intestinale des souris sous DSS et traitées avec les deux AGCL 

combinés diminue, il est tout à fait concevable que le traitement par ces deux AGCL 

combinés puisse aboutir à une baisse de l’expression de Myd88. Cette diminution de 

l’expression de Myd88 corrélée à celle de TLR8 peut aussi s’expliquer par la 

diminution de la charge fongique ainsi que par celle de certains pathobiontes comme 

les populations bactériennes en E. coli et E. faecalis518. 
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Au cours de cette étude, nous avons aussi pu montrer que les souris sous 

DSS traitées par les deux AGCL combinés montrent une augmentation de 

l’expression du récepteur AhR. Ce récepteur est bien connu pour son implication 

dans la toxicité de la dioxine, un contaminant environnemental pouvant affecter les 

personnes via l’alimentation519. Il est également connu pour être impliqué dans de 

nombreux processus immunitaires et inflammatoires comme ceux retrouvés dans les 

maladies cardiovasculaires, la sclérose en plaques ou encore dans la dépression et 

l’obésité520–522. Celui-ci possède d’ailleurs un rôle particulier dans la modulation des 

réponses inflammatoires notamment au niveau de la muqueuse intestinale523. En 

effet, de nombreuses cellules de l’immunité comme les macrophages, les cellules 

dendritiques ou encore les lymphocytes T expriment ce récepteur dont l’activation 

joue un rôle immunomodulateur519,523. Ainsi, une étude rapporte justement que ce 

récepteur serait impliqué dans l’activation des cellules T reg524. Benson JM & 

Shepherd DM, ont émis l’hypothèse que l’activation de l’AhR serait capable 

d’atténuer l’inflammation intestinale associée à la MC. Pour conforter cette 

hypothèse, ils ont utilisé un modèle murin de colite sous TNBS où les souris gavées 

avec de la dioxine montrent une diminution des symptômes cliniques tout en 

diminuant les dommages tissulaires coliques. L’activation de l’AhR amène aussi à 

une diminution des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-12 et IFNγ) et au maintien 

de la prolifération de la population T reg FOXP3+ au sein des tissus intestinaux519. De 

même, une récente étude a montré que certaines bactéries intestinales comme les 

Lactobacillus ainsi que leurs métabolites seraient capables d’activer les réponses 

médiées par l’AhR525. La synthèse de nos données acquises dans cette étude faisant 

intervenir un modèle murin de colite chimio-induite, montre que le traitement par les 

deux AGCL combinés induit une augmentation significative de l’expression de l’AhR, 

de FOXP3 et de l’IL-10 alors que l’expression des cytokines pro-inflammatoires (IL-

1β, IL-6, TNFα et IFNγ) diminue par rapport aux souris non traitées par ces deux 

AGCL combinés. Dans cette étude, nous avons aussi pu montrer dans le modèle 

murin que l’augmentation de l’expression de l’IL-1β et de l’IL-6 est associée au 

développement de l’inflammation et à la colonisation par C. glabrata au niveau 

intestinal. Dans ces mêmes conditions, le traitement par les deux AGCL combinés se 

caractérisent par une atténuation de l’inflammation intestinale, de la charge fongique 

et de la charge bactérienne associées à la diminution des cytokines pro-

inflammatoires telles que TNFα, l’IFNγ ou encore l’IL-1β et l’IL-6. 
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Conclusions et perspectives 

 

Dans un modèle ex-vivo, nous avons montré que les interactions entre L. 

johnsonii, B. thetaiotaomicron et les cellules épithéliales colique aboutissent à la 

sécrétion de deux acides gras majoritaires : l’acide oléique et l’acide palmitique. A 

l’inverse de l’acide palmitique, l’acide oléique seul ou combiné avec l’acide palmitique 

possède des propriétés anti-inflammatoires notables en réduisant notamment 

l’expression de plusieurs cytokines/chimiokines pro-inflammatoires démontrées par 

un modèle cellulaire de cellules Caco-2 exposées à du DSS. Ces propriétés ont été 

également démontrées dans un autre modèle cellulaire impliquant des macrophages. 

Dans ce dernier modèle, les propriétés biologiques de l’acide oléique, seul ou 

combiné avec l’acide palmitique, impliqueraient une reconnaissance par les 

récepteurs FFARs et AhR qui aboutirait à l’augmentation de l’IL-10 et une diminution 

de COX-2, de TNFα et de l’IL-6. Nos résultats mettent également en évidence les 

propriétés antifongiques des AGCL avec notamment des propriétés inhibitrices 

d’adhérence aux cellules, sur la formation du biofilm de Candida spp et sur la viabilité 

fongique. L’ensemble des propriétés anti-inflammatoires et antifongiques exercé par 

les deux AGCL combinés a été confirmé dans un modèle murin de colite chimio-

induite où l’administration orale de ces deux AGCL combinés atténue l’augmentation 

des paramètres inflammatoires tout en réduisant les populations bactériennes 

connues pour être des pathobiontes comme E. coli et E. faecalis ainsi qu’en 

participant à l’élimination de C. glabrata. (Figure 42). 

 

Concernant nos perspectives à court termes, nous avons entrepris des 

travaux sur les relations structure/activité des AGCL notamment en étudiant l’effet(s) 

de certaine(s) substitution(s) sur les propriétés antifongiques et anti-inflammatoires 

de ces molécules. Nos résultats préliminaires confirment que les activités 

antifongiques des AGCL sont attribuées principalement aux AGCL insaturés « cis » 

tels que l’acide oléique, l’acide linoléique ou encore l’acide palmitoléique alors que 

les AGCL saturés comme l’acide stéarique ou l’acide palmitique sont d’efficacité 

moindre. Concernant, les AGCL insaturés « trans » tel que l’acide élaïdique, ils ne 

semblent pas présenter de propriétés antifongiques. De même, sur le plan 

inflammatoire, nos données préliminaires révèlent que les AGCL insaturés « cis » 
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possèdent une forte activité anti-inflammatoire à l’inverse des AGCL saturés et 

surtout des AGCL insaturés « trans » qui eux possèdent une activité pro-

inflammatoire. Un autre domaine vers lequel nous souhaitons orienter nos travaux 

futurs est l’analyse des mécanismes d’action des AGCL sur la viabilité fongique et 

plus particulièrement les cibles moléculaires impliquées dans l’activité antifongique 

de ces AGCL. 
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Figure 42 : Schéma de synthèse des effets observés après administration orale des acides 
gras sur l’inflammation intestinale, les variations du microbiote intestinal ainsi que sur la 
colonisation de C. glabrata dans un modèle murin de colite chimio-induite. Le panel 
DSSCg (gauche) : Les souris avec colite chimio-induite montrent une augmentation significative de 
leurs populations en E. coli, E. faecalis et C. glabrata. Accompagnée de lésions épithéliales 
conduisant à des d’infiltrats leucocytaires au niveau du côlon. Chez ces mêmes souris, la prolifération 
de C. glabrata amène à une augmentation des paramètres inflammatoires et à une modulation de 
l'expression des récepteurs intestinaux et des voies de signalisation associées. L’augmentation des 
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pathobiontes opportunistes comme C. glabrata, E. coli et E. faecalis se traduit par une augmentation 
de l’expression de certains récepteurs intestinaux dont le TLR8 et la Dectine-1. Cette augmentation 
engendre alors une activation de certains facteurs de signalisation et molécules adaptatrices comme 
Myd88. En conséquence, la prolifération des pathogènes et l’inflammation intestinale amènent à une 
augmentation significative des cytokines pro-inflammatoires. Le panel DSSCg + FA (droite) : Le 
traitement des souris avec les deux AGCL combinés (FA) conduit à une diminution du nombre de 
bactéries aérobies se traduisant par une diminution de l’expression de TLR8 et de Myd88 impliqués 
dans la reconnaissance et la réponse envers ces microorganismes. Dans ces mêmes souris, 
l’augmentation de l’expression du récepteur AhR conduirait à une réduction de la réponse 
inflammatoire faisant intervenir une augmentation de l’expression de FOXP3. La variation de 
l’expression de ces différents récepteurs est alors corrélée à une augmentation de l’expression de la 
cytokine IL-10 et à une diminution de celles des cytokines pro-inflammatoires. L’ensemble de ces 
processus amène à une diminution des paramètres inflammatoires, à la réduction des lésions 
épithéliales et à la diminution des infiltrats leucocytaires localisés au niveau de la muqueuse colique. 
La partie « DSSCg » représente les résultats obtenus et visualisés par rapport au groupe contrôle 
(CTL ; sans inflammation). La partie « DSSCg + FA » représente les résultats obtenus et visualisés 
par rapport au groupe colonisé par Candida sous DSS (DCg). Une flèche dirigée vers le haut (↑) 
représente une augmentation significative ; une flèche dirigée vers le bas (↓) représente une 
diminution significative ; un signe « égal » (═) montre qu’il n’y a pas de variation significative. 
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Partie 2 : Analyse de l’effet d’un traitement par chitine fongique sur 

l’élimination de C. glabrata et sur l’inflammation intestinale dans un 

modèle murin de colite chimio-induite. 
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Résultats 

 

A) Effet(s) du traitement curatif avec de la chitine sur l’élimination 

de C. glabrata et sur l’inflammation intestinale dans un modèle 

murin de colite chimio-induite 

La première procédure consiste à réaliser un traitement curatif en vue d’évaluer 

l’effet de la chitine fongique sur la modulation de la réponse immune, sur la 

colonisation par C. glabrata ainsi que sur les variations du microbiote intestinal. Pour 

ce faire, les souris reçoivent un gavage unique de C. glabrata à J0. Le DSS à 2 % est 

administré par voie orale dans l’eau de boisson et ce pendant la durée entière de 

l’expérimentation. La chitine est administrée aux souris par voie intra-péritonéale 

pendant les 5 premiers jours de l’expérimentation (cf. figure 21 dans la section 

8.B.b.2) du matériels et méthodes). 

 

1. Évaluation des effets d’un traitement curatif par la chitine sur les 

paramètres inflammatoires à travers un modèle murin de colite chimio-

induite par DSS 

Au cours de cette expérimentation, 2 souris du groupe sous DSS (D) sont 

décédées ainsi que 3 souris du groupe sous DSS en présence de C. glabrata (DCg) 

(Figure 43). Les groupes CTL, Cg, Ch et CgCh ne présentent pas de signe clinique 

d’inflammation avec une masse corporelle (Fig. 43A) et un score clinique (Fig. 43B) 

qui ont peu varié. De même dans ces groupes, le score histologique du côlon est 

resté faible (Fig. 43C). Ces mêmes souris présentaient une absence d’infiltrats 

leucocytaires, d’œdèmes ou encore de lésions épithéliales au niveau de la 

muqueuse colique (Fig. 43D). Comparativement aux groupes sous DSS (D et DCg) 

qui ont montré une diminution significative de la masse corporelle à partir du 10ème 

jour de l’expérimentation, les souris sous DSS et traitées de manière curative par la 

chitine (DCh et DCgCh) ne montrent aucune diminution significative de leur masse 

corporelle (Fig. 43A). En effet, cette diminution de la masse corporelle a été de 

l’ordre de 10 à 15% pour les groupes sous DSS (D et DCg) par rapport aux souris 

sous DSS et traitées de manière curative par la chitine (DCh et DCgCh). De même, 

les souris sous DSS et traitées de manière curative par la chitine (DCh et DCgCh) 
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affichent une diminution significative des scores clinique et histologiques par rapport 

aux souris sous DSS (D et DCg) (Fig. 43B-C). Enfin, sur le volet histologique, nos 

observations montrent des infiltrats leucocytaires, des œdèmes et des lésions 

épithéliales moins bien prononcés pour les souris sous DSS et traitées de manière 

curative par la chitine (DCh et DCgCh) que pour les souris contrôles (D et DCg) (Fig. 

43D). 

 

 

Figure 43 : Effets du traitement curatif par la chitine sur les paramètres inflammatoires dans un 
modèle de colite chimio-induite par DSS. A. Variation de la masse corporelle des groupes au cours 
des 14 jours de l’expérimentation. Φ=****P<0.0001, groupes D et DCg vs. groupes DCh et DCgCh. B. 
Score clinique des groupes au cours des 14 jours du suivi. ****P<0.0001, groupes D et DCg vs. 
groupes DCh et DCgCh. C. Score histologique des 8 groupes. D. Coupes histologiques réalisées sur 
des prélèvements de côlon issus des 8 groupes d’animaux. (Θ) lésion épithéliale ; (δ) infiltrat 
leucocytaire ; (ψ) œdème. Les données sont issues de 5 souris par groupe sans inflammation et de 10 
souris par groupe sous inflammation. Échelle : 50 μm pour le panel d’images côté gauche et 25 μm 
pour le panel d’images côté droit (zoom).  
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2. Détermination de la charge fongique dans les selles et dans les organes 

des animaux avec colite chimio-induite et traités de manière curative par 

la chitine  

Nous avons déterminé la charge fongique fécale des souris tous les deux jours. 

La charge fongique au niveau du tractus digestif (estomac, cæcum et côlon) a été 

déterminée à la fin de l’expérimentation dans les groupes ayant eu un gavage unique 

de C. glabrata (Figure 44). Une réduction significative de la charge fongique entre le 

1er jour et le 2ème jour a été observée pour l’ensemble des groupes (Cg, CgCh, DCg 

et DCgCh). Cette baisse persiste jusqu’au 8éme jour où l’on observe une élimination 

quasi totale de C. glabrata dans le cas des groupes Cg et CgCh. Dans le cas du 

groupe DCg, nous observons une reprise de la colonisation à partir du dixième jour 

jusqu’au jour du sacrifice. Les souris sous DSS ayant reçu un traitement curatif par la 

chitine (DCgCh) montrent une baisse significative de la charge fongique à partir du 

douzième jour par rapport au groupe contrôle respectif (DCg) (Fig. 44A). En 

parallèle, la charge fongique de l’estomac, du cæcum et du côlon qui ont été 

prélevés sur les animaux sous DSS et traitées de manière curative par la chitine 

(DCgCh) est significativement plus faible que celle retrouvée dans le groupe contrôle 

(DCg) (Fig. 44B-D). Par ailleurs, il n’existe pas de différence significative entre la 

charge fongique du groupe Cg vs. CgCh quel que soit l’organe considéré. 

Néanmoins, une meilleure tendance à la colonisation par C. glabrata a été observée 

au niveau de l’estomac (Fig. 44B). 
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Figure 44 : Effet du traitement curatif par la chitine sur la colonisation de C. glabrata au sein 
des souris sous colite induite par DSS. A. Nombre de colonies fongiques (UFC/mg) dans les selles. 
B. Charge fongique retrouvée au sein de l’estomac. C. Charge fongique retrouvée au sein du cæcum. 
D. Charge fongique retrouvée au sein du côlon. Les données sont issues de 5 souris par groupe sans 
inflammation et de 10 souris par groupe sous inflammation. 

 

3. Détermination de la charge bactérienne dans les selles des animaux 

sous colite chimio-induite et traités de manière curative par la chitine  

La charge bactérienne contenue dans les selles a été déterminée pour l’ensemble 

des groupes (Figure 45). Les populations en E. coli et en E. faecalis augmentent 

significativement entre le 8ème et le 14ème jour au sein des groupes sous DSS (D et 

DCg) par rapport aux groupes contrôles. Dans le cas des souris sous DSS et traitées 

de manière curative par la chitine, la charge des bactéries E. coli et E. faecalis 

restent similaire à celle des groupes sans inflammation (Fig. 45A-B). Les populations 

L. johnsonii et L. reuteri diminuent significativement dans les groupes sous DSS (D et 

DCg) à partir du 10ème jour et du 14ème jour respectivement par rapport aux groupes 

contrôles. Dans le cas des souris sous DSS et traitées de manière curative par la 

chitine, la charge de L. johnsonii et de L. reuteri reste similaire à celle des groupes 

sans inflammation (Fig. 45C-D).  
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Figure 45 : Evolution de la charge des populations bactériennes fécales des souris sous colite 
induite par DSS et traitées de manière curative par la chitine. A. Nombre de colonies E. coli, en 
UFC/mg dans les selles. B. Nombre de colonies E. faecalis, en UFC/mg dans les selles. C. Nombre 
de colonies L. johnsonii, en UFC/mg dans les selles. D. Nombre de colonies L. reuteri en UFC/mg 
dans les selles. Les données sont issues de 5 souris par groupe sans inflammation et de 10 souris par 
groupe sous inflammation. 
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4. Effet d’un traitement curatif par la chitine sur la modulation de 

l’expression des cytokines et des récepteurs exprimés au sein du côlon 

murin et impliqués dans la réponse inflammatoire de l’hôte 

A la fin de l’expérimentation, les souris ont été sacrifiées et une portion du côlon a 

été utilisée pour analyser l’expression des différents récepteurs et cytokines 

intestinaux afin de déterminer si la chitine, en traitement curatif, joue un rôle dans la 

modulation de la réponse immuno-inflammatoire (Figure 46). Le taux basal de 

l’expression des cytokines et des récepteurs est représenté par le groupe CTL. Chez 

les souris sous DSS (D et DCg), il existe une augmentation significative de 

l’expression des récepteurs TLRs, de la dectine-1 et de la « chitinase 3 like protein 

1 » (Chi3L1) par rapport au groupe contrôle (CTL). Dans ces mêmes groupes (D et 

DCg), la même tendance est observée pour les cytokines pro-inflammatoires TNFα, 

IFNγ, IL-6 et IL-10 par rapport au groupe contrôle (CTL) (Fig. 46A-D et 46F-J). En 

parallèle, ces mêmes souris sous DSS (D et DCg) montrent une diminution de 

l’expression de PPARγ par rapport au groupe contrôle (Fig. 46E). De manière 

intéressante, les souris sous DSS et traitées de manière curative par la chitine (DCh 

et DCgCh) montrent une diminution significative de l’expression de TLR2 et de TNFα 

avec une augmentation de l’expression de la dectine-1 et de PPARγ, 

comparativement aux groupes sous DSS (D et DCg) (Fig. 46A, 46D-E et 46G). De 

plus, les souris ayant reçu C. glabrata, sous DSS et traitées avec de la chitine 

(DCgCh) montrent une diminution significative de l’expression des TLRs (TLR2 et 

TLR8) et de l’ensemble du panel de cytokines pro-inflammatoires observées (TNFα, 

IFNγ et IL-6) par rapport aux souris contrôles (DCg) (Fig. 46A-B et 46G-I). Par 

ailleurs, les souris sous inflammation traitées avec de la chitine (DCh) montrent quant 

à elles une augmentation significative de l’expression de la « Chi3L1 » ainsi que des 

récepteurs TLR9 et PPARγ amenant à une expression accrue de la cytokine anti-

inflammatoire IL-10 par rapport aux souris sous DSS (D) (Fig. 46C, 46E-F et 46J). 

De même, les souris ayant reçu C. glabrata, sous DSS et traitées avec de la chitine 

(DCgCh) affichent les mêmes tendances que celles du groupe DCh en termes 

d’expression de PPARγ, de la « Chi3L1 » et de TLR9 par rapport au groupe contrôle 

(DCg) (Fig. 46C et 46E-F). Ces données suggèrent que les souris sous traitement 

curatif par la chitine montrent une réponse pro-inflammatoire atténuée avec 

notamment un profil cytokinique similaire à celui retrouvé chez les souris contrôles 

(sans inflammation) (Fig. 46).  
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Figure 46 : Expression des récepteurs et des médiateurs intestinaux ainsi que des cytokines 
produites dans un modèle murin de colite chimio-induite par DSS et traité de manière curative 
par la chitine. (A-J) Niveaux d'expression relative des ARNm de TLR2, TLR8, TLR9, Dectine-1, 
PPARγ, Chitinase 3 like proteine 1, TNFα, IFNγ, IL-6 et IL-10 au sein du côlon murin. Les données 
sont issues de 5 souris par groupe sans inflammation et de 10 souris par groupe sous inflammation. 
 

5. Purification et détection des anticorps de type IgG issus de souris sous 

DSS et ayant reçu un traitement curatif par la chitine  

Les souris reçoivent de la chitine par voie intra-péritonéale pendant les 5 premiers 

jours de l’expérimentation. A la fin de l’expérimentation, les animaux sont sacrifiés et 

le sang de chaque animal a été récupéré afin de purifier et détecter les IgG murines 

de nos divers groupes (Figure 47). Après purification des IgG totales sur colonne 
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d’affinité de protéine G, nous avons réalisé un SDS-PAGE pour chaque groupe afin 

de détecter la présence des IgG murines comme représenté dans la figure 47 pour 

les groupes CTL, CgCh, D et DCgCh. Nos résultats montrent alors que la majorité 

des IgG est située dans la fraction d’élution 2, puis dans une moindre mesure dans 

les fractions d’élution 3 à 5. Il faut également souligner que ces IgG sont localisées 

aux alentours de 50kDa pour la chaîne lourde et de 30kDa pour la chaîne légère 

(Fig. 47). 

 

 

Figure 47 : Détection par SDS-PAGE des IgG totales murines purifiées à partir du sérum de 

souris sous DSS et traitées de manière curative par la chitine. Détection par SDS-PAGE des IgG 

totales murines purifiées pour les groupes CTL (souris contrôle sans traitement), CgCh (souris 

contrôle ayant reçu un gavage unique par C. glabrata et traitées par la chitine), D (souris sous DSS) et 

DCgCh (souris sous DSS ayant reçu un gavage unique par C. glabrata et traitées par la chitine). A. 

Fraction d’élution 5. B. Fraction d’élution 4. C. Fraction d’élution 3. D. Fraction d’élution 2. E. Fraction 

d’élution 1. F. Témoin de masse moléculaire (10-180 kDa). 
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6. Reconnaissance de la chitine par les anticorps murins de type IgG issus 

de souris sous DSS et traitées de manière curative par la chitine 

Après purification des anticorps murins de type IgG, nous avons vérifié la 

présence d’anticorps anti-chitine par test ELISA (Figure 48). Les IgG des groupes 

CTL et Cg ne montrent pas de reconnaissance importante de la chitine par rapport 

aux groupes traités avec de la chitine. Effectivement, nous remarquons une 

augmentation de la reconnaissance de la chitine uniquement dans le cas des 

groupes contrôles traités de manière curative par de la chitine (Ch et CgCh) par 

rapport aux groupes contrôles non traités (CTL et Cg). Néanmoins, il faut souligner 

que nous n’observons pas d’augmentation significative pour les groupes sous 

inflammation traités avec de la chitine (DCh et DCgCh) par rapport aux groupes sous 

inflammation (D et DCg). Par ailleurs, les IgG totales issues du groupe sous 

inflammation en présence de C. glabrata montrent une reconnaissance accrue de la 

chitine au regard de celles du groupe sous inflammation (D). 

 

 

Figure 48 : Analyse par ELISA de la réponse anticorps anti-chitine (IgG totales) purifiées à 

partir des sérums des souris sous DSS et traitées de manière curative par la chitine. La chitine 

a été déposée à une concentration finale de 50 µg/mL. La révélation a été effectuée au moyen d’un 

anticorps secondaire (Goat anti-mouse IgG, Human-ads-HRP) Les résultats proviennent de trois 

expérimentations indépendantes.  
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B) Effet(s) du traitement préventif avec de la chitine sur 

l’élimination de C. glabrata et sur l’inflammation intestinale 

dans un modèle murin de colite chimio-induite 

La deuxième procédure consiste à évaluer si les souris traitées de manière 

préventive avec de la chitine développent une résistance accrue contre la 

colonisation par C. glabrata. Pour ce faire, les souris reçoivent une injection intra-

cutanée de chitine par semaine et ce, pendant trois semaines. A l’issue de cette 

troisième injection, les souris sont soumises à un protocole de colite chimio-induite 

par DSS à 2 %. Les souris reçoivent le DSS contenu dans l’eau de boisson et un 

gavage unique à C. glabrata dès le premier jour de l’expérimentation (cf. figure 22 

dans la section 8.B.b.3) du matériels et méthodes). 

 

1. Évaluation des effets d’un traitement préventif par la chitine sur les 

paramètres inflammatoires à travers un modèle murin de colite chimio-

induite par DSS 

Aucun décès n’a été déploré au cours de cette expérimentation (Figure 49). Les 

groupes CTL, Cg, Ch et CgCh ne présentent pas de signe clinique d’inflammation 

avec une masse corporelle (Fig. 49A) et un score clinique (Fig. 49B) qui ont peu 

varié. De même dans ces groupes, le score histologique du côlon est resté faible 

(Fig. 49C). Ces mêmes souris ne présentaient ni infiltrats leucocytaires, ni œdèmes, 

ni lésions épithéliales au niveau de la muqueuse colique (Fig. 49D). 

Comparativement aux groupes sous DSS (D et DCg), les souris sous DSS et traitées 

de manière préventive par la chitine (DCh et DCgCh) ne montrent qu’une faible 

amélioration significative de la masse corporelle (Fig. 49A). En effet, cette diminution 

de la masse corporelle a été de l’ordre de 5% pour les groupes sous DSS (D et DCg) 

par rapport aux souris sous DSS et traitées de manière curative par la chitine (DCh 

et DCgCh) et est de 10 % par rapport aux souris contrôles (CTL, Cg, Ch et CgCh). 

De même, les souris sous DSS et traitées de manière préventive par la chitine (DCh 

et DCgCh) affichent une diminution significative du score clinique par rapport aux 

souris sous DSS (D et DCg) (Fig. 49B). Néanmoins, les souris sous DSS et 

prétraitées avec de la chitine (DCh et DCgCh) n’affichent pas de variation 

significative du score histologique par rapport à celui des souris sous DSS (D et 

DCg) (Fig. 49C). En effet, les analyses histologiques des sections de côlon des 
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souris prétraitées par la chitine (DCh et DCgCh) ne montrent aucune amélioration en 

termes d’infiltrats leucocytaires, d’œdèmes et de lésions épithéliales 

comparativement aux souris contrôles (D et DCg) (Fig. 49D). 

 

 
Figure 49 : Effets du traitement préventif par la chitine sur les paramètres inflammatoires dans 

un modèle de colite chimio-induite par DSS. A. Variation de la masse corporelle des groupes au 

cours des 14 jours de l’expérimentation. φ= **P<0.01 D vs. DCh ; Φ = **P<0.01 D vs. DCh et DCg vs. 

DCgCh. B. Score clinique des groupes au cours des 14 jours du suivi. ψ = ***P<0.001 D vs. DCh et 

**P<0.01 DCg vs. DCgCh ; Φ = ****P<0.0001 D vs. DCh et DCg vs. DCgCh. C. Score histologique 

des 8 groupes. D. Coupes histologiques réalisées sur des prélèvements de côlon issus des 8 groupes 

murins. (Θ) lésion épithéliale ; (δ) infiltrat leucocytaire ; (ψ) œdème. Les données sont issues de 5 

souris par groupe sans inflammation et de 10 souris par groupe sous inflammation. Échelle : 50 μm 

pour le panel d’images côté gauche et 25 μm pour le panel d’images côté droit (zoom). 
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2. Détermination de la charge fongique dans les selles et dans les organes 

des animaux avec une colite chimio-induite et traitées de manière 

préventive par la chitine  

Nous avons déterminé la charge fongique fécale des souris tous les deux jours. 

La charge fongique au niveau du tractus digestif (estomac, cæcum et côlon) a été 

déterminée à la fin de l’expérimentation dans les groupes ayant eu un gavage unique 

de C. glabrata (Figure 50). Une réduction significative de la charge fongique entre le 

1er jour et le 2ème jour a été observée pour l’ensemble des groupes (Cg, CgCh, DCg 

et DCgCh). Cette baisse persiste jusqu’au 4éme jour où l’on observe une élimination 

quasi totale de C. glabrata dans le cas du groupe CgCh alors qu’elle persiste dans le 

groupe Cg. Dans le cas du groupe DCg, nous observons une reprise de la 

colonisation à partir du dixième jour jusqu’au jour du sacrifice (J14). Les souris sous 

DSS ayant reçu un traitement préventif par la chitine (DCgCh) montrent une baisse 

significative de la charge fongique à partir du dixième jour par rapport au groupe 

contrôle (DCg) (Fig. 50A). En parallèle, la charge fongique de l’estomac, du cæcum 

et du côlon qui ont été prélevés sur les animaux sous DSS et traités de manière 

préventive par la chitine (DCgCh) est significativement plus faible que celle retrouvée 

dans le groupe contrôle (DCg) (Fig. 50B-D). Par ailleurs, la charge fongique de 

l’estomac et du cæcum prélevés sur les souris CgCh est significativement plus faible 

que celle retrouvée dans le groupe Cg. Une meilleure tendance à la colonisation par 

C. glabrata a été observée au niveau de l’estomac (Fig. 50B). 
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Figure 50 : Effet du traitement préventif par la chitine sur la colonisation de C. glabrata au sein 
des souris sous colite induite par DSS. A. Nombre de colonies fongiques (UFC/mg) dans les selles. 
B. Charge fongique retrouvée au sein de l’estomac. C. Charge fongique retrouvée au sein du cæcum. 
D. Charge fongique retrouvée au sein du côlon. Les données sont issues de 5 souris par groupe sans 
inflammation et de 10 souris par groupe sous inflammation. 

 

3. Détermination de la charge bactérienne dans les selles des animaux 

sous colite chimio-induite et traités de manière préventive par la chitine   

La charge bactérienne contenue dans les selles a été déterminée pour l’ensemble 

des groupes (Figure 51). Les populations en E. coli et en E. faecalis augmentent de 

manière significative, à partir du dixième jour et du quatorzième jour respectivement, 

au sein de l’ensemble des groupes sous DSS (D, DCh, DCg et DCgCh) par rapport 

aux groupes contrôles (Fig. 51A et Fig. 51B). Néanmoins, cette augmentation est 

significativement moins importante pour les groupes prétraités avec de la chitine 

(DCh et DCgCh) que pour les groupes sous DSS (D et DCg). Les populations de L. 

johnsonii et de L. reuteri diminuent dans l’ensemble des groupes sous DSS (D, DCh, 

DCg et DCgCh), à partir du dixième jour et du quatorzième jour respectivement, par 

rapport aux groupes contrôles (Fig. 51C et Fig. 51D). Néanmoins, dans le cas des 

souris sous traitement préventif par la chitine (DCh et DCgCh), la diminution de la 

charge de L. johnsonii est significativement moindre que pour celle des groupes sous 

DSS (D et DCg) (Fig. 51C). 
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Figure 51 : Evolution des populations bactériennes fécales au cours de la colite chimio-induite 
par DSS après traitement préventif avec de la chitine. A. Nombre de colonies E. coli, en UFC/mg 
dans les selles. B. Nombre de colonies E. faecalis, en UFC/mg dans les selles. C. Nombre de colonies 
L. johnsonii, en UFC/mg dans les selles. D. Nombre de colonies L. reuteri en UFC/mg dans les selles. 
Les données sont issues de 5 souris par groupe sans inflammation et de 10 souris par groupe sous 
inflammation.  
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4. Effet du traitement préventif par la chitine sur la modulation de 

l’expression des cytokines, des médiateurs et des récepteurs exprimés 

au sein du côlon murin et impliqués dans la réponse inflammatoire de 

l’hôte 

A la fin de l’expérimentation, les souris ont été sacrifiées et une portion du côlon a 

été utilisée pour analyser l’expression des différents récepteurs et cytokines 

intestinaux afin de déterminer si la chitine, en traitement préventif, joue un rôle dans 

la modulation de la réponse immuno-inflammatoire (Figure 52). Le taux basal de 

l’expression des cytokines et des récepteurs est représenté par le groupe CTL. Chez 

les souris sous DSS (D et DCg), il existe une diminution significative de PPARγ et 

une augmentation significative de l’expression des récepteurs TLRs, de la dectine-1, 

de la Chi3L1 et des cytokines pro-inflammatoires TNFα, IFNγ et IL-6 

comparativement au groupe contrôle (CTL). Les souris sous DSS et traitées de 

manière préventive avec de la chitine (DCh et DCgCh) montrent une augmentation 

significative de l’expression de TLR4, TLR9, Dectine-1, PPARγ, de la Chi3L1 ou 

encore de Myd88 comparativement à leurs groupes contrôles respectifs (D et DCg) 

(Fig. 52A-F). De plus, les souris ayant reçu C. glabrata, sous DSS et prétraitées 

avec de la chitine (DCgCh) affichent une augmentation significative de NF-κB par 

rapport à son groupe contrôle (DCg) (Fig. 52G). En parallèle, les souris sous DSS et 

traitées de manière préventive avec la chitine (DCh) montrent les mêmes tendances 

par rapport à son groupe contrôle (D) (Fig. 52G). Dans le cas de l’expression de 

l’IFNγ, celle-ci diminue de manière significative pour les souris ayant reçu du C. 

glabrata, sous DSS et traitées de manière préventive avec de la chitine (DCgCh) par 

rapport à son groupe contrôle (DCg) (Fig. 52H). Néanmoins, il n’existe pas de 

différence significative en termes d’expression des cytokines TNFα, IL-6 et IL-10 

entre les souris sous DSS et traitées de manière préventive par la chitine (DCh et 

DCgCh) et les souris des groupes contrôles (D et DCg) (Fig. 52H et 52J-K).  
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Figure 52 : Expression des récepteurs et des médiateurs intestinaux ainsi que des cytokines 
inflammatoires dans un modèle murin de colite chimio-induite par DSS et traité de manière 
préventive par la chitine. (A-K) Niveaux d'expression relative des ARNm de TLR4, TLR9, Dectine-1, 
PPARγ, Chitinase 3 like protein 1, Myd88, NF-κB, TNFα, IFNγ, IL-6 et IL-10 dans le côlon des souris. 
Les données sont issues de 5 souris par groupe sans inflammation et de 10 souris par groupe sous 
inflammation. 
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5. Analyse des populations de cellules T régulatrices spléniques, de la 

modulation de l’expression de FOXP3 au niveau colique des souris sous 

colite chimio-induite et traitées de manière préventive par la chitine 

A l’issue de l’expérimentation, les souris ont été sacrifiées et la rate ainsi que le 

colon ont été récupérés afin d’analyser les populations de cellules T régulatrices 

(Figure 53). Le groupe contrôle (CTL) représente la population basale en cellules T 

régulatrices (T reg). Une tendance à la diminution de la population cellulaire T reg 

splénique a été observée lorsque nous sommes en présence d’inflammation chimio-

induite (D et DCg) par rapport au groupe contrôle (CTL). Cette diminution est 

d’autant plus marquée que les souris aient été traitées de manière préventive par la 

chitine (DCh et DCgCh) (Fig. 53A).  

Concernant l’analyse des cellules T reg au niveau colique. Nous avons également 

analysé l’expression de FOXP3 au niveau colique, un régulateur important dans 

l’établissement et le maintien du phénotype des T reg. De manière intéressante, 

l’expression de FOXP3 est significativement augmentée en présence des souris sous 

DSS (D et DCg) par rapport au groupe contrôle (CTL) (Fig. 53B). Par ailleurs, nous 

observons que les groupes sous DSS et traités de manière préventive avec la chitine 

(DCh et DCgCh) montrent une augmentation significativement moins importante de 

l’expression de FOXP3 par rapport aux groupes contrôles respectifs (D et DCg). 

L’ensemble de ces données mettent en évidence que les souris sous DSS et traitées 

de manière préventive avec la chitine montrent une diminution significative des 

populations cellulaires T régulatrices. 

 

 

Figure 53 : Variation des populations des cellules T régulatrices spléniques ainsi que de 
l’expression de FOXP3 colique des souris sous DSS et traitées de manière préventive avec la 
chitine. (A) Analyses des populations de cellules T régulatrices spléniques par cytométrie en flux 
(FACS). Les données sont issues de 5 souris par groupe. (B) Niveaux d'expression relative de 
l’ARNm de FOXP3 au niveau colique. Les données sont issues de 5 souris par groupe sans 
inflammation et de 10 souris par groupe sous inflammation. 
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6. Purification et détection des anticorps de type IgG issus de souris sous 

DSS et ayant reçu un traitement préventif par la chitine  

A l’issue de l’expérimentation, les souris ont été sacrifiées et les IgG murines ont 

été purifiées et détectées pour les divers groupes (Figure 54). Après purification sur 

colonne d’affinité, nous avons réalisé un SDS-PAGE pour chaque groupe afin de 

détecter la présence des IgG murines comme représenté dans la figure 54A pour les 

groupes CTL, Cg, D et DCh (Fig. 54A). Afin de déterminer la fraction d’élution 

contenant la concentration maximale d’IgG, nous avons réalisé une expérience de 

Dot-Blot en déposant 20 µL d’éluat sur une membrane de nitrocellulose puis de 

révéler la présence d’IgG par un anticorps secondaire marqué à la FITC. Nos 

résultats mettent en évidence que les IgG murines été majoritairement concentrées 

dans la fraction d’élution 2 et dans une moindre mesure dans les fractions 3 à 5 (Fig. 

54B). 

 

 
Figure 54 : Détection par SDS-PAGE et Dot-blots des IgG totales murines purifiées à partir du 
sérum de souris sous DSS et traitées de manière préventive par la chitine. (A) Exemple d’une 
détection par SDS-PAGE des IgG totales murines purifiées pour les groupes CTL, Cg, D et DCh. A. 
Marqueur de poids moléculaire (10-250 kDa). B. Fraction d’élution 1. C. Fraction d’élution 2. D. 
Fraction d’élution 3. E. Fraction d’élution 4. F. Fraction d’élution 5. (B) Détection par dot-blot des IgG 
totales murines purifiées. A = groupe CTL ; B = groupe Cg ; C= groupe Ch ; D = groupe CgCh ; E = 
groupe D ; F = groupe DCh ; G = groupe DCg ; H = groupe DCgCh. 1,2,3,4,5 = fractions d’élution 1, 2, 
3, 4 et 5, respectivement. Le marquage des IgG a été réalisé à l’aide d’un anticorps anti-IgG murin-
FITC (Goat anti-mouse IgG-FITC). Les résultats proviennent de deux expérimentations 
indépendantes.  
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7. Reconnaissance de la chitine par les anticorps murins de type IgG issus 

de souris sous DSS et traitées de manière préventive par la chitine 

Après purification et détection des IgG murines, nous avons vérifié la présence 

d’anticorps anti-chitine par test ELISA (Figure 55). L’amplitude de la réponse 

anticorps anti-chitine est très faible dans le groupe contrôle (CTL) et le groupe des 

souris sous DSS (DSS). Dans le cas des souris traitées de manière préventive par la 

chitine (Ch et CgCh), une augmentation significative de cette amplitude est notable 

comparativement aux souris contrôles (CTL). Il en est de même pour les groupes 

sous DSS et traités de manière préventive par la chitine (DCh et DCgCh) qui 

affichent une forte amplitude par rapport aux groupes DSS (D et DCg). Ces données 

révèlent qu’un traitement préventif par la chitine permet d’induire une réponse 

humorale spécifique notamment chez les souris présentant une colite chimio-induite. 

 

 
Figure 55 : Analyse par ELISA de la réponse anticorps anti-chitine (IgG totales) purifiées à 
partir des sérums des souris sous DSS et traitées de manière préventive par la chitine. La 
chitine a été déposée à une concentration finale de 50 µg/mL. La révélation a été effectuée au moyen 
d’un anticorps secondaire (Goat anti-mouse IgG, Human-ads-HRP). Les résultats proviennent de trois 
expérimentations indépendantes.  
 

8. Effet des anticorps IgG murins sur la modulation de l’expression des 

cytokines, des médiateurs et des récepteurs impliqués dans les voies de 

signalisation inflammatoire des macrophages 

Les propriétés immunomodulatrices des anticorps anti-chitine sur l’expression des 

récepteurs, des médiateurs et des cytokines qui sont issus des macrophages ont été 

évaluées (Figure 56). Le groupe contrôle (MΦ) représente le taux basal de 

l'expression. L’ajout des IgG provenant des souris traitées de manière préventive 

avec la chitine (MΦ+ IgG Ch) diminue significativement l’expression de TLR4 et 

augmente l’expression de l’IL-10 et de TNFα (Fig. 56A et 56H-I). En présence de 

macrophages activés par le LPS (MΦ+LPS), une augmentation significative de 

l’expression de TLR4, TLR8, Myd88, NF-κB ainsi que des cytokines IL-1β, IL-6, IL-10 
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et TNFα a été observée par rapport au groupe contrôle (MΦ) (Fig. 56A-B et 56D-I). 

A l’inverse, PPARγ quant à lui diminue de manière significative lorsque les 

macrophages sont stimulés avec du LPS (MΦ+LPS) par rapport au groupe contrôle 

(MΦ) (Fig. 56C). En parallèle, les macrophages stimulés avec du LPS en présence 

des anticorps issus des souris traitées avec la chitine (MΦLPS+ IgG Ch) montrent 

une diminution significative de l’expression de TLR4 et de TLR8, des facteurs de 

signalisation Myd88 et NF-κB ainsi que des cytokines IL-1β et IL-6 comparativement 

aux macrophages stimulés avec du LPS (MΦLPS) ou des macrophages exposés 

avec du LPS et en présence des anticorps issus des souris non traitées (MΦLPS+ 

IgG CTL) (Fig. 56A-B et 56D-G). De plus, l’expression de PPARγ et de l’IL-10 de la 

condition MΦLPS+ IgG Ch augmente de manière significative par rapport à la 

condition MΦLPS ou à la condition MΦLPS+ IgG CTL dans le cas de PPARγ (Fig. 

56C et 56H). Enfin, une augmentation significative de l’expression de TNFα est 

observée pour les conditions MΦLPS+ IgG CTL et MΦLPS+ IgG Ch par rapport à la 

condition MΦLPS (Fig. 56I). 
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Figure 56 : Expression des récepteurs, des médiateurs et des cytokines qui sont exprimés par 
les macrophages exposés au LPS et traités aux anticorps murins. (A-I) Niveaux d'expression 
relative des ARNm de TLR4, TLR8, PPARγ, Myd88, NF-κB, IL-1β, IL-6 ; IL-10 et TNFα, 
respectivement dans les macrophages. MΦ représente un groupe contrôle (macrophages seuls). 
MΦ+ IgG CTL correspond à des macrophages mis en présence d’anticorps IgG issus du groupe de 
souris contrôle (CTL). MΦ+ IgG Ch correspond à des macrophages mis en présence d’anticorps IgG 
issus du groupe de souris prétraitées par la chitine (Ch). MΦLPS représente un contrôle positif 
(macrophages exposés au lipopolysaccharide). MΦLPS+ IgG CTL correspond à des macrophages 
exposés au LPS et mis en présence d’anticorps IgG issus du groupe de souris contrôle (CTL). 
MΦLPS+ IgG Ch correspond à des macrophages exposés au LPS et mis en présence d’anticorps IgG 
issus du groupe de souris prétraitées par la chitine (Ch). Les résultats ont été obtenus à partir de deux 
expérimentations indépendantes.  
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Discussion 

 
Plusieurs études expérimentales et cliniques rapportent que les levures du 

genre Candida sont capables d’exacerber l’inflammation intestinale associée à la 

MC. Ces mêmes études montrent également que l’inflammation intestinale à son tour 

promeut la colonisation des muqueuses intestinales par les levures15,104,199. Dans ce 

contexte, nous nous sommes concentrés sur les effets biologiques des composants 

pariétaux des levures qui jouent un rôle déterminant dans l’interaction hôte-cellules 

fongiques. Parmi ces composants pariétaux, la chitine a été décrite comme un 

composé structural indispensable pour la rigidité cellulaire. De nombreuses 

propriétés possédées par ce composé pariétal ou ses dérivés comme le chitosan ont 

été rapportées : antioxydante526, anticoagulante527, anti-tumorale528, 

antimicrobienne529 et anti-inflammatoire15,530. Nous entendons explorer dans cette 

étude le rôle de la chitine dans la modulation de l’inflammation intestinale chimio-

induite par DSS et sa capacité à favoriser l’élimination de C. glabrata dans ce 

contexte inflammatoire. Nos précédentes investigations faisant intervenir 

l’administration orale de chitine à des souris avec colite chimio-induite ont mis en 

évidence ses effets bénéfiques dans la réduction de l’inflammation intestinale15.  

Dans la présente étude impliquant un traitement curatif par la chitine, nous 

avons montré une diminution significative des paramètres inflammatoires (tels que le 

score clinique et le score histologique) des souris présentant une colite et traitées par 

la chitine. Ces résultats sont en cohérence avec certaines données de la littérature 

qui mettent en évidence les effets bénéfiques de la chitine lors de la colite chimio-

induite15,531. Conformément aux travaux de Wagener J et al., une diminution des 

infiltrats leucocytaires et de l’inflammation intestinale a été observée pour les souris 

sous DSS et traitées par la chitine. En effet ces auteurs ont mis en évidence qu’une 

injection de LPS à des souris augmente de manière significative l’infiltrat de cellules 

immunitaires au niveau de la cavité péritonéale alors que les souris exposées au 

LPS et traitées par la chitine affichent quant à elles une infiltration significativement 

moindre de ces cellules immunitaires532. 

Dans ce même modèle nous montrons qu’un traitement curatif par chitine à 

des souris sous colite DSS-induite a pour conséquence une baisse significative de la 
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charge bactérienne aérobie fécale et plus précisément des populations en E. coli et 

E. faecalis. De manière intéressante, cet effet de la chitine pourrait être attribué à sa 

capacité à activer les PRRs à la surface des cellules épithéliales. Cette 

reconnaissance a pour conséquence la sécrétion de diverses cytokines/chimiokines, 

capables de favoriser la clairance bactérienne au site d’infection via le recrutement 

des neutrophiles533. La baisse de la flore bactérienne aérobie contraste avec le 

maintien de la charge bactérienne anaérobie fécale (L. johnsonii et L. reuteri) lors du 

traitement curatif par la chitine. Les lactobacilles sont d’ailleurs reconnues pour 

exercer des activités anti-inflammatoires bien établies497,534,535. Ces bactéries 

exercent aussi des effets antifongiques via une activité lytique sur certains 

polysaccharides pariétaux ou par la production de métabolites secondaires capables 

de stimuler les réponses immunitaires19,20,536,537.  

En parallèle, toujours dans ce même modèle, nous observons une diminution 

significative de l’expression des TLRs (TLR2 et TLR8) et de certaines cytokines pro-

inflammatoires comme l’IFNγ, TNFα ou encore l’IL-6 pour les souris traitées. Cette 

diminution de l’expression des médiateurs pro-inflammatoires chez les souris traitées 

peut s’expliquer en partie par la baisse significative des charges fongique et 

bactérienne associée au traitement par la chitine. Plus précisément, c’est la baisse 

de la charge bactérienne aérobie contenant des pathobiontes associés à 

l’inflammation intestinale22 qui pourrait expliquer la réduction de cette inflammation 

observée chez les souris recevant un traitement curatif par la chitine. L’augmentation 

significative de l’expression de la Chi3L1 associée au traitement curatif par la chitine 

est en cohérence avec des travaux démontrant que Chi3L1 possède une fonction 

dans le développement et la résolution de l’inflammation intestinale ainsi que dans la 

clairance bactérienne538,539. D’autre part, les souris sous inflammation traitées avec 

la chitine montrent une augmentation significative de l’expression de PPARγ ainsi 

que du récepteur TLR9 amenant à une augmentation de la cytokine anti-

inflammatoire IL-10, tout en affichant une diminution des cytokines pro-

inflammatoires IFNγ, IL-6 et TNFα. Nos résultats sont cohérents avec ceux de 

Wagener J et al., qui montrent que les particules de chitine fongique co-stimulent l’IL-

10 et réduisent les cytokines pro-inflammatoires. Dans cette même étude, les 

oligosaccharides issus de la chitine ont le potentiel d'induire la sécrétion d'IL-10 par 

l’intermédiaire du récepteur TLR9, favorisant ainsi l'atténuation des réponses 
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inflammatoires chez la souris532. Il faut également souligner que d’autres études 

montrent que la chitine ou le chitosan agissent comme des agents anti-

inflammatoires en étant par exemple impliqués dans les processus de cicatrisation 

des plaies540,541. Ces données corroborent nos résultats précédents où nous 

montrons que les souris sous DSS recevant de la chitine par voie orale ont présenté 

des niveaux réduits de colonisation par C. glabrata tout en restaurant la biodiversité 

bactérienne. Cette même étude met également en évidence une activation de la 

Chi3L1 et du récepteur PPARγ de manière significative15. 

Dans la seconde partie de cette étude impliquant des souris avec colite 

chimio-induite et recevant un traitement préventif par la chitine en association avec 

l’adjuvant de Freund, nous avons montré qu’il n’existe pas de différence significative 

en termes de paramètres inflammatoires entre les souris traitées ou non par la 

chitine à l’exception de la perte de poids corporelle qui était moindre chez les souris 

traitées de manière préventive par la chitine.  

Nos données issues de cette seconde partie mettent en évidence une 

augmentation significative de l’expression de TLR4 et des facteurs de signalisation 

Myd88 et NF-κB pour les souris traitées de manière préventive par la chitine. Ces 

données sont en lien avec un fait marquant de cette étude montrant que les souris 

sous inflammation exposées à un traitement préventif avec la chitine montrent une 

baisse significative de la charge fongique. En effet, cette colonisation persiste dans 

les groupes non traités alors qu’elle disparaît totalement dans le cas des groupes 

traités de manière préventive par la chitine. Ces résultats corroborent avec ceux de 

l’étude de Koller B et al., montrant que la chitine est capable de réguler à la hausse 

l’expression de TLR4 sur des kératinocytes primaires en modulant la réponse 

immunitaire innée de l’organisme contre les pathogènes533. En régulant à la hausse 

l’expression de TLR4, la chitine peut renforcer l’immunité innée contre les 

pathogènes notamment par le recrutement de neutrophiles permettant une défense 

de l’hôte contre les infections bactériennes. Ce mécanisme peut également être 

relevant dans le cas des levures pathogènes puisque les cellules épithéliales 

humaines sont capables d’établir une défense antifongique directe par l’intermédiaire 

d’une signalisation médiée par TLR4542. En parallèle, nos données montrent que les 

souris traitées de manière préventive par la chitine affichent également une 

augmentation de l’expression de la dectine-1, ce qui correspond avec des études 
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expérimentales montrant que la dectine-1 a aussi un rôle important dans la défense 

de l’hôte contre les infections à Candida398,399. De surcroît, des souris déficientes en 

dectine-1 sont plus susceptibles aux infections à Candida115,400. Ces données sont 

également à mettre en lien avec une autre étude sur des souris infectées par des 

promastigotes de Leishmania major qui met en évidence que des microparticules de 

chitine ou de chitosan, injectées par voie sous-cutanée, détiennent des effets 

immunothérapeutiques en permettant notamment de stimuler le système immunitaire 

afin de combattre et lutter efficacement contre l’infection causée par cet agent 

pathogène543.  

Nos résultats obtenus par FACS, au cours de la procédure de traitement 

préventif par la chitine, montrent que la population des cellules T reg spléniques 

diminuent de manière significative lorsque les souris sont préalablement traitées. De 

même, les niveaux d’expression de FOXP3 au niveau du côlon diminuent 

significativement lorsque les souris sont prétraitées avec de la chitine. Ces résultats 

sont en cohérences avec les données d’une autre étude sur un modèle murin qui 

met en évidence que l’utilisation du chitosan comme adjuvant permet à la fois une 

augmentation de l’expression de TLR4 ainsi qu’une diminution du nombre de cellules 

CD4+CD25+FOXP3+Treg qui contribuent à la clairance immunitaire d’une infection 

par H. pylori. Dans cette même étude, les souris traitées avec du chitosan montrent 

une réduction significative de l’ARNm et du nombre de cellules FOXP3+ au sein de 

la muqueuse gastrique, ce qui altérait la tolérance de la réponse immunitaire vis-à-vis 

de H. pylori, favorisant ainsi la clairance et l’élimination de ce pathogène488.  

A l’issue du traitement préventif par la chitine, nous avons purifié les IgG 

totales des animaux. Nous les avons mis en présence des macrophages en vue 

d’étudier leurs propriétés immuno-modulatrices. Nos résultats montrent que les IgG 

sériques issues des souris traitées avec de la chitine, et non les IgG sériques issues 

de souris non traitées, possèdent de fortes propriétés anti-inflammatoires notamment 

en diminuant l’expression des TLRs activée par le LPS. Ces modulations de 

l’expression des récepteurs impliqués dans l’immunité se traduit par une diminution 

de l’expression de Myd88 et de NF-κB, des médiateurs impliqués dans la voie de 

signalisation des TLRs, provoquant la diminution de l’expression des cytokines pro-

inflammatoires qui en découlent comme l’IL-1β et l’IL-6 par rapport aux macrophages 

exposés au LPS seul. Bien que les résultats ne concernent pas spécifiquement les 
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IgG anti-chitines, nos données sont en accord avec l’étude de Zhang Y et al., dans 

laquelle des macrophages murins co-stimulés avec du LPS et des IgG montrent une 

diminution de l’expression de TLR4, du facteur de transcription NF-κB et de la 

production de cytokines pro-inflammatoires dont l’IL-6. De plus, ils mettent en 

évidence que cet évènement dépend du récepteur Fc-γRIIb qui joue un rôle critique 

dans la régulation négative des réponses immunitaires. En effet, leurs résultats 

mettent en évidence que la diminution de l’activation de NF-κB et de l'expression de 

TLR4 se fait via l'activation de la voie de la protéine kinase A par la prostaglandine 

E2 dépendante de Fc-γRIIb et pouvant contribuer à l'effet inhibiteur de ces IgG544. Il 

faut également souligner que les récepteurs Fc-γR sont des récepteurs impliqués 

dans la reconnaissance des IgG et peuvent induire des signaux inhibiteurs ou 

activateurs permettant de modérer la réponse des macrophages. D’ailleurs, ces 

récepteurs Fc-γR contribuent justement à déterminer le seuil d’activation des cellules 

immunitaires via l’équilibre établi entre ceux qui sont activateurs et ceux qui sont 

inhibiteurs. En parallèle, une autre étude met en évidence que la variation de 

l’expression du récepteur Fc-γRII est dépendante du récepteur PPARy545. Ces 

données sont en cohérence avec nos résultats qui montrent que la stimulation de 

nos macrophages avec des IgG, issues des souris traitées avec la chitine, en 

présence de LPS permet d’augmenter l’expression du récepteur PPARγ ainsi que de 

la cytokine anti-inflammatoire IL-10 par rapport aux macrophages stimulés 

uniquement par du LPS. De manière étonnante, l’ajout des IgG en présence de LPS 

augmente significativement l’expression de la cytokine TNFα par rapport aux 

macrophages stimulés uniquement par LPS. Cependant, ces données sont en 

accord avec l’étude de Vargas-Hernández O et al., qui ont étudié l’interaction entre 

les récepteurs TLR4 et Fc-γR sur des cellules THP-1, activées par du LPS seul ou en 

présence des IgG humaines. Dans cette étude, la co-stimulation par LPS et IgG 

amène à une augmentation significative de l’expression et de la production protéique 

de TNFα par rapport aux macrophages exposés uniquement au LPS. De surcroît, 

leurs données supportent le concept d’une interaction entre TLRs et Fc-γR. 

Néanmoins, les auteurs de cette étude estiment que des travaux supplémentaires 

sont nécessaires pour comprendre la ou les voies de signalisation intracellulaire 

affectées par l’interaction TLR4/Fc-γR ainsi que pour mieux comprendre quel Fc-γR 

en particulier y participe546. 
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Conclusions et perspectives 

 

Ce travail confirme l’effet anti-inflammatoire de la chitine dans le modèle murin 

de colite chimio-induite par DSS notamment lorsque celle-ci est administrée par voie 

intra-péritonéale et de manière curative. Ce traitement permet une diminution 

significative des paramètres inflammatoires, de l’expression des récepteurs et des 

cytokines pro-inflammatoires impliqués dans les processus inflammatoires. Par 

ailleurs, ce traitement s’accompagne également d’une diminution de la charge 

fongique et de la charge bactérienne aérobie fécale qui tendent à retrouver les 

mêmes niveaux de colonisation que les souris sans inflammation (Figure 57). 

Le deuxième volet de cette étude concerne l’utilisation, pour la première fois 

au sein de l’équipe, de la chitine en traitement préventif dans le modèle murin de 

colite chimio-induite. Nous avons établi que ce traitement permet de réduire 

drastiquement la colonisation par C. glabrata aussi bien chez les souris présentant 

une inflammation (colite) que chez les souris sans inflammation. Bien qu’il s’agisse 

d’un résultat déterminant, les mécanismes qui régissent la clairance fongique 

associés à ce traitement restent à explorer. Nos données mettent également en 

évidence qu’un traitement préventif permet d’induire des anticorps dirigés contre la 

chitine notamment dans le contexte d’une inflammation intestinale. Cependant et 

contrairement au traitement curatif, le traitement préventif ne permet pas de réduire 

l’inflammation intestinale notamment en termes de réduction des infiltrats 

leucocytaires, d’œdèmes ou de lésions épithéliales. Cette observation mérite d’être 

nuancée car la chitine qui a servi pour le traitement préventif a été additionnée d’un 

adjuvant dont l’activité immunomodulatrice pourrait interférer avec celle de la chitine 

(Figure 58). 

Par la suite, nous avons purifié les IgG totales et détecté la présence 

d’anticorps dirigés contre la chitine (IgG anti-chitine) issus de souris traitées avec de 

la chitine. Le modèle des macrophages stimulés par LPS et exposés aux IgG anti-

chitine révèle les propriétés anti-inflammatoires de ces anticorps ainsi que leur 

capacité à moduler l’expression de certains PRRs.  



Page 178 sur 259 
 

 

Figure 57 : Schéma de synthèse des effets d’une administration curative avec la chitine sur 
l’inflammation intestinale, le microbiote intestinal et la colonisation de C. glabrata dans un 
modèle murin de colite chimio-induite par DSS. Le panel de gauche (DSSCg) : Les souris atteintes 
de colite chimio-induite par DSS montrent une augmentation significative de leurs populations E. coli, 
E. faecalis et C. glabrata à l’inverse des populations en Lactobacillus spp. qui diminuent. Ces souris 
montrent des lésions épithéliales et des infiltrats leucocytaires au niveau de la muqueuse colique. 
Chez ces mêmes souris, la prolifération de C. glabrata provoque une augmentation des paramètres 
inflammatoires et une modulation de l'expression des récepteurs intestinaux et des voies de 
signalisation impliqués dans l’inflammation. D’ailleurs, la prolifération des pathobiontes opportunistes 
comme C. glabrata, E. coli et E. faecalis se traduit par une augmentation de l’expression de certains 
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récepteurs intestinaux dont les TLRs et la dectine-1. Cela engendre une activation de plusieurs 
facteurs de signalisation et molécules adaptatrices comme NF-κB et Myd88. Cette inflammation et 
l’augmentation de ces pathogènes a pour conséquence une augmentation significative des cytokines 
pro-inflammatoires. Cet état inflammatoire amène à une diminution de PPARγ et à une augmentation 
de l’expression de la Chi3L1, un marqueur spécifiquement régulé à la hausse au cours de 
l’inflammation. Le panel de droite (DSSCg + chitin curative administration) : A contrario, les souris 
colonisées par C. glabrata sous DSS et traitées de manière curative par la chitine affichent une 
diminution du nombre de bactéries aérobies se traduisant par une diminution de l’expression des 
TLRs impliqués dans la reconnaissance et les réponses engagées contre ces microorganismes. En 
parallèle, l’augmentation des Lactobacillus spp. peut, en partie, expliquer la diminution de 
l’inflammation puisqu’elles sont connues pour posséder des propriétés anti-inflammatoires. Ces 
bactéries présentent également une activité chitinase permettant la dégradation de cette chitine. En 
effet, les oligosaccharides de chitine ont le potentiel d'induire la sécrétion d'IL-10 notamment par 
l’intermédiaire de TLR9, favorisant l'atténuation des réponses inflammatoires chez la souris. En 
présence du traitement, une augmentation de l’expression de la Chi3L1 est observée chez ces souris. 
Cette Chi3L1 serait impliquée dans la résolution de l’inflammation intestinale ainsi que dans la 
clairance bactérienne. L’ensemble de ces données est en cohérence avec la diminution des 
paramètres inflammatoires observés chez ces souris tout comme la diminution des lésions épithéliales 
et des infiltrats leucocytaires localisés dans le côlon. Ces données sont corrélées avec l’augmentation 
de l’expression de la dectine-1, connue pour exercer un rôle important dans la défense de l’hôte face 
aux infections à Candida. La partie « DSSCg » représente les résultats obtenus en présence des 
souris avec colite chimio-induite et comparés à ceux du groupe contrôle (CTL ; sans inflammation). La 
partie « DSSCg + chitin curative administration » représente les résultats obtenus en présence des 
souris avec colite chimio-induite et traitées de manière curative par la chitine et comparés à ceux du 
groupe colonisé par C. glabrata sous DSS (DCg). Une flèche dirigée vers le haut (↑) représente une 
augmentation significative ; une flèche dirigée vers le bas (↓) représente une diminution significative ; 
un signe « égal » (═) montre qu’il n’y a pas de variation significative. 
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Figure 58 : Schéma de synthèse des effets d’une administration préventive avec la chitine sur 
l’inflammation intestinale, le microbiote intestinal et la colonisation de C. glabrata dans un 
modèle murin de colite chimio-induite par DSS. Le panel de gauche (DSSCg) : Les souris atteintes 
de colite chimio-induite par DSS montrent une augmentation significative de leurs populations E. coli, 
E. faecalis et C. glabrata à l’inverse des populations en Lactobacillus spp. qui diminuent. Ces souris 
montrent des lésions épithéliales et des infiltrats leucocytaires au niveau de la muqueuse colique. 
Chez ces mêmes souris, la prolifération de C. glabrata provoque une augmentation des paramètres 
inflammatoires et une modulation de l'expression des récepteurs intestinaux et des voies de 
signalisation impliqués dans l’inflammation. D’ailleurs, la prolifération des pathobiontes opportunistes 
comme C. glabrata, E. coli et E. faecalis se traduit par une augmentation de l’expression de certains 
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récepteurs intestinaux dont les TLRs et la dectine-1. Cela engendre une activation de plusieurs 
facteurs de signalisation et molécules adaptatrices comme NF-κB et Myd88. Cette inflammation et 
l’augmentation de ces pathogènes a pour conséquence une augmentation significative des cytokines 
pro-inflammatoires. Cet état inflammatoire amène à une diminution de PPARγ et à une augmentation 
de l’expression de la Chi3L1, un marqueur spécifiquement régulé à la hausse au cours de 
l’inflammation. Le panel de droite (DSSCg + chitin preventive administration) : Les souris sous 
traitement préventif ne montrent pas d’atténuation de la colite comme le montre les paramètres 
inflammatoires, les lésions épithéliales ou encore les infiltrats leucocytaires localisés dans la 
muqueuse colique. Pour aller plus loin, ces souris montrent une augmentation de l’expression de 
TLR4, de NF-κB, de Myd88 et le maintien d’une expression élevée des cytokines pro-inflammatoires. 
D’un autre côté, une diminution significative des espèces bactériennes pathogènes et de C. glabrata 
est observée chez ces souris. Ces observations peuvent être expliquées par une augmentation de 
l’expression de TLR4 connu pour être impliqué dans la défense de l’hôte contre les infections 
bactériennes et la protection face aux invasions fongiques. De surcroît, l’augmentation de l’expression 
de la dectine-1 participe également à la protection des souris face aux infections à Candida. Ces 
observations peuvent aussi être expliquées par la diminution du nombre de cellules T régulatrices 
spléniques et la réduction de l’expression de FOXP3 dans le côlon, favorisant la clairance et 
l’élimination des pathogènes. Au total, le traitement préventif avec la chitine ne semble pas favoriser 
l’atténuation de la colite mais permet une forte élimination de C. glabrata. De plus, ce traitement 
permet d’obtenir des anticorps dirigés contre la chitine et possédant des propriétés anti-
inflammatoires. La partie « DSSCg » représente les résultats obtenus en présence des souris avec 
colite chimio-induite et comparés à ceux du groupe contrôle (CTL ; sans inflammation). La partie 
« DSSCg + chitin preventive administration » représente les résultats obtenus en présence des souris 
avec colite chimio-induite et traitées de manière préventive par la chitine et comparés à ceux du 
groupe colonisé par C. glabrata sous DSS (DCg). Une flèche dirigée vers le haut (↑) représente une 
augmentation significative ; une flèche dirigée vers le bas (↓) représente une diminution significative ; 
un signe « égal » (═) montre qu’il n’y a pas de variation significative. 
 

 
Actuellement, nous envisageons de continuer à étudier l’effet des IgG anti-

chitine sur les macrophages notamment dans la production des cytokines 

inflammatoires afin de mieux caractériser leur rôle dans la modulation de la réponse 

immuno-inflammatoire. L’effet du traitement préventif sur la colonisation à C. glabrata 

amène à envisager d’autres travaux pour comprendre les mécanismes qui participent 

à la clairance des cellules fongiques au niveau intestinal. Il s’agira notamment 

d’explorer si cette élimination des levures fait intervenir des anticorps neutralisants, 

des anticorps qui participent à l’inhibition de l’adhérence des cellules fongiques aux 

cellules épithéliales ou encore à la promotion des processus phagocytaires 

impliquant les effets immunomodulateurs de la chitine. Nous souhaitons également 

mieux comprendre les relations entre les cellules T régulatrices spléniques et les 

modalités de leur mobilisation au niveau de la muqueuse colique en vue de participer 

à la régulation de l’inflammation intestinale et au maintien de l’homéostasie 

intestinale. 
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Abstract : A decrease in populations of Bacteroides thetaiotaomicron and Lactobacillus johnsonii is 

observed during the development of colitis and fungal overgrowth, while restoration of these 

populations reduces inflammatory parameters and fungal overgrowth in mice. This study investigated 

the effect of two fatty acids from B. thetaiotaomicron and L. johnsonii on macrophages and Caco-2 

cells, as well as their impact on the inflammatory immune response and on Candida glabrata 

overgrowth in a murine model of dextran sulfate sodium (DSS)-induced colitis. Oleic acid (OA) and 

palmitic acid (PA) from L. johnsonii and B. thetaiotaomicron were detected during their interaction with 

epithelial cells from colon samples. OA alone or OA combined with PA (FAs) reduced the expression 

of proinflammatory mediators in intestinal epithelial Caco-2 cells challenged with DSS. OA alone or 

FAs increased FFAR1, FFAR2, AMPK, and IL-10 expression in macrophages. Additionally, OA alone 

or FAs decreased COX-2, TNFα, IL-6, and IL-12 expression in LPS-stimulated macrophages. In the 

DSS murine model, oral administration of FAs reduced inflammatory parameters, decreased 

Escherichia coli and Enterococcus faecalis populations, and eliminated C. glabrata from the gut. 

Overall, these findings provide evidence that OA combined with PA exhibits anti-inflammatory and 

antifungal properties. 

Keywords: colitis; fatty acids; oleic acid; palmitic acid; inflammatory response;  

dextran sulfate sodium; Candida glabrata; Bacteroides thetaiotaomicron; Lactobacillus johnsonii;  

fungal overgrowth 

 

1. Introduction 

Inflammatory bowel disease (IBD), which includes Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis, is a 

chronic disorder resulting from deregulation of the immune response to the gut microbiota in 

genetically susceptible individuals [1,2]. Alteration of the intestinal microbiota, including Candida spp., 

plays an important role in IBD [3]. Candida albicans and Candida glabrata are opportunistic fungal 

pathogens that can cause invasive fungal infections [4,5]. Systemic C. glabrata infections are 

associated with higher mortality than C. albicans infections [5]. Anti-fungal-glycan antibodies, known 

as ASCA (anti-Saccharomyces cerevisiae mannan antibodies), ALCA (anti-laminaribioside 

carbohydrate antibodies), and ACCA (anti-chitobioside carbohydrate antibodies), were recognized as 

serological markers of CD, but subsequent studies established that they can also be generated during 

mailto:samir.jawhara@univ-lille.fr
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Candida infection, suggesting a link between CD gut dysbiosis and endogenous opportunistic fungal 

species [6,7]. In addition, experimental studies have shown that intestinal inflammation increases C. 

albicans overgrowth, and that C. albicans in turn accentuates inflammation in a murine model of DSS-

induced colitis [8,9]. It has been reported that intestinal inflammation and fungal overgrowth promote a 

change in the biodiversity of the gut microbiota, including Bacteroides thetaiotaomicron and 

Lactobacillus johnsonii populations. These were both highly affected during the development of colitis 

and overgrowth of C. glabrata [10]. Restoration of these two anaerobic bacteria attenuated the 

development of colitis and C. glabrata growth in mice with DSS-induced colitis [11]. 

Changes in microbial metabolites have been implicated in IBD, such as short-chain fatty acids 

(SCFAs), which are produced by microbial fermentation of dietary fiber and are significantly reduced in 

IBD [12,13]. Stool samples from IBD patients typically had less acetate, butyrate, and propionate, 

while lactate and pyruvate were increased [12]. Further evidence of imbalanced host–microbe 

interactions in IBD are dietary and environmental factors that are implicated in the perpetuation of IBD 

[14]. A diet high in processed foods and fatty foods has been implicated in the recent increase in 

incidence of IBD, particularly in the Western world [15]. A mouse model mimicking a Western-style diet 

high in fat and sugar revealed the overgrowth of proinflammatory Proteobacteria such as Escherichia 

coli, a decrease in protective bacteria, and a significantly reduction in SCFA concentrations [16]. 

Furthermore, colonocyte metabolism of SCFA, in particular butyrate, was impaired in DSS-induced 

colitis, while in vitro supplementation of the microbiota of CD patients with butyrate-producing bacteria 

resulted in higher butyrate production, supporting an improvement in the integrity of the intestinal 

epithelial barrier [17,18]. SCFA and medium-chain fatty acids (FAs) displayed not only anti-

inflammatory properties, but also antimicrobial activities, including against Candida spp. [19,20]. 

This study investigated the effects of two FAs (oleic acid and palmitic acid) detected from B. 

thetaiotaomicron and L. johnsonii on intestinal epithelial Caco-2 cells challenged with DSS and on 

macrophages. Additionally, the impact of these two FAs on Candida spp. was also investigated in 

terms of viability, adhesion, fungal growth, and biofilm formation, and on modulation of the 

inflammatory immune response in a murine model of DSS-induced colitis. 

 

2. Materials and Methods 

2.1. Fungal and Bacterial Cultures 

The fungal strains used were C. glabrata wild-type (ATCC; Cg), C. albicans SC5314, and C. albicans 

bioluminescent strain [21,22]. These yeasts were grown in YPD medium (1% yeast extract, 1% 

peptone, 1% dextrose) on a rotary shaker for 18 h at 37 °C [23]. The fungal culture obtained was then 

centrifuged at 2500 rpm for 5 min and washed twice in phosphate-buffered saline (PBS; Gibco; 14200-

067). Bacterial strains of B. thetaiotaomicron and L. johnsonii were isolated from mouse stools on 

Bacteroides bile esculin agar and De Man, Rogosa, and Sharpe culture medium at 37 °C for 48 h 

under anaerobic conditions (AnaerobenTM 3.5L; ref: AN0035A; Thermo Scientific, Waltham, MA, 

USA). The bacteria isolated were identified using MALDI-TOF (Microflex-Bruker Daltonics, Billerica, 

MA, USA) [11]. 

2.2. Ex Vivo Detection of Bacterial Metabolites Using Gas Chromatography–Mass Spectrometry (GC-

MS) 

The colons were removed from C57BL/6 mice and washed with PBS followed by RPMI supplemented 

with 10% fetal calf serum and 1% antibiotics (penicillin G + streptomycin, 0.1 mg/mL) [24]. 

Coincubation of these two bacteria was then carried out for 12 h under different conditions: colon 

alone; colon + Cg (as a control); colon + B. thetaiotaomicron + L. johnsonii (BtLj; 107 cells); and colon 

+ BtLj + Cg (107 cells). After incubation, the colons were collected, and 1 mL of each supernatant was 

extracted with CHCl3/MeOH (2:1). The extract was then centrifuged at 1500 rpm for 10 min at 4 °C, 

and the chloroform phase was recovered and evaporated in a Speedvac to concentrate the sample 
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and obtain the FAs. To facilitate their identification, FAs were derivatized by transesterification to 

obtain the fatty acid methyl esterified (FAME). Chloroform (100 µL) was added to the tube containing 

the dry sample, then 1.5 mL of MeOH/HCl (0.5 N) was added, followed by a dry bath at 80 °C for 18 h. 

Once the tubes had cooled, three successive extractions were performed using heptane before 

analysis using GC-MS (ThermoFisher Scientific). Following this analysis, the two FAs were identified 

using GC-MS (oleic acid (OA) and palmitic acid (PA)). 

2.3. Expression of Proinflammatory Cytokines and Innate Immune Receptors by Macrophages 

THP-1 cells were differentiated into macrophages by adding phorbol-12-myristate13-acetate (PMA: 

Sigma-Aldrich, France) at a concentration of 200 ng/mL for 72 h. The macrophages were then plated 

at a concentration of 106 cells/well for 24 h in RPMI medium [23]. Lipopolysaccharide (LPS) was then 

added to the macrophages at a concentration of 250 ng/mL (LPS from E. coli O111: B4; Sigma-

Aldrich, France) for 6 h. In parallel, OA (TCI; Tokyo, Japan) and PA (TCI; Japan) were added at a 

concentration of 25 µg/mL. Macrophages alone were used as a control. Subsequently, macrophages 

were harvested in RA1 buffer to perform mRNA extraction followed by RT-PCR and q-PCR. For 

quantitative PCR reactions, cDNA products were amplified using SYBR green real-time PCR master 

mix reagent. The SYBR green dye intensity was determined using one-step software. The used 

primers are provided in Table S1 in the Supplementary Materials. The mRNA levels were normalized 

to the reference gene (GAPDH (mRNA)) and are reported as fold-change in expression over the 

control (macrophages alone). For the measurement of proinflammatory cytokines using ELISA, 106 

THP-1 cells were differentiated into macrophages by adding PMA at a concentration of 200 ng/mL for 

72 h. The macrophages were then incubated for 24 h in RPMI medium. LPS was then added to the 

macrophages at a concentration of 250 ng/mL for 16 h, and FAs were added at a concentration of 25 

μg/mL. The supernatants were collected from each well. The concentrations of TNFα (InvitrogenTM 

NovexTM Human TNF alpha ELISA Kit), IL-6 (ELISA MAXTM Deluxe Set Human IL-6; 430504; 

BioLegend, San Diego, CA, USA), and IL-1β (ELISA MAXTM Deluxe Set Human IL-1β; 437004; 

BioLegend) in the supernatants were measured using ELISA according to the manufacturer’s 

instructions. The concentrations of TNFα, IL-6, and IL-1β were then determined based on standard 

curves provided in the ELISA kits, and the results were expressed as “Fold Release” by normalizing 

with the positive control (macrophages + LPS). 

2.4. Migration of Macrophages through Human Intestinal Epithelial Caco-2 Cells Treated with DSS and 

Fatty Acids 

Caco-2 cells (106 cells) were added to inserts (HTS Transwell 96-well; Corning; 3387) in the presence 

of Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) for 24 h [25]. Dextran sulfate sodium (DSS; 1.5%; MP 

Biomedicals, LLC, Eschwege, Germany) was then added to each well for 24 h. Caco-2 cells were then 

treated with FA at a concentration of 25 µg/mL. In parallel, THP-1 cells were differentiated into 

macrophages using PMA at a concentration of 200 ng/mL for 72 h. After different washings with PBS, 

the macrophages were maintained in RPMI for 24 h. They were then labeled with fluorescent calcein 

(Invitrogen; France) and added to each insert at a concentration of 105 macrophages/insert. RPMI 

(150 µL) containing 105 C. albicans yeast cells was then added to the lower chamber, and the plates 

were incubated at 37 °C in 5% CO2 overnight. After overnight migration, the upper chamber of the 

Transwell inserts containing nonmigrated macrophages was removed from the plate, and migrated 

macrophages present on C. albicans cells were determined by measuring fluorescence using a 

fluorometer (FLUOstar® Omega; BMG Labtech, Saitama, Japan). Macrophage migration through 

Caco-2 cells untreated with DSS was assigned a value of 100%, corresponding to a healthy intestinal 

barrier, while the value 200% corresponded to a destroyed intestinal barrier. 

2.5. Adhesion of C. glabrata to Human Intestinal Epithelial Caco-2 Cells Treated with Fatty Acids 

Caco-2 cells (150 µL containing 5 × 105 cells) were added to each well of a 96-well plate (Greiner Bio-

One, Kremsmünster, Austria). The plate was incubated at 37 °C in a humidified atmosphere 

containing 5% CO2. Once the Caco-2 cells were confluent, the intestinal cells were treated with FA at 
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a concentration of 25 μg/mL. C. glabrata yeast cells (100 µL containing 105 cells) labeled with calcein 

(Invitrogen; France) were added to each well. After 2 h of incubation and different washings with PBS, 

fluorescence was measured using a fluorometer (FLUOstar Omega; BMG Labtech). 

2.6. Effect of Fatty Acids on Candida spp. 

The C. albicans bioluminescent strain (100 µL containing 106 cells) was added to each well of a 96-

well plate (Greiner Bio-One) [26]. OA and PA were added at various concentrations (250, 100, 50, 25, 

and 10 µg/mL). Finally, coelenterazine was added at a concentration of 2 µM (Coelenterazine, 

Biosciences). After 0, 1, and 2 h incubation, bioluminescence was measured using a fluorometer 

(FLUOstar Omega; BMG Labtech). C. albicans viability was considered to be 100% when the fungal 

cells were unchallenged with any FA treatment (100% corresponding to a control group receiving PBS 

only). We then normalized all of the results obtained under the various conditions according to this 

control. To test the viability of C. glabrata in the presence of FA, 1 mL RPMI containing 105 C. glabrata 

cells in the presence or absence of FA (250 or 25 µg/mL) was used. Kinetics were carried out after 

coincubation for different times (0, 1, and 2 h) at 37 °C. Different dilutions were then performed in 

order to obtain a volume of 100 µL per Sabouraud agar Petri dish. The number of fungal colonies was 

determined in each Petri dish after 24 h of incubation at 37 °C. In parallel, caspofungin (50 mg; OHRE 

Pharma, Tours, France) at a concentration of 100 µg/mL was used as a control. 

2.7. Effect of Fatty Acids on Fungal Biofilm Formation 

RPMI (200 µL) containing 107 C. albicans SC5314 or C. glabrata ATCC 2001 cells was added to each 

well of a 96-well plate (Greiner Bio-One; 655101). After 1.5 h of incubation at 37 °C, different washings 

with PBS were performed. RPMI (200 µL) containing the FAs was added to each well. The biofilm was 

then measured after 0, 4, 8, and 24 h of incubation. The plate was washed with PBS and left to dry for 

2 h at 37 °C before adding 110 µL of crystal violet (0.4%; Fluka, Gillingham, UK; 61135) for 45 min. 

The plate was then washed four times with 300 µL water before adding 200 µL of ethanol. Absorbance 

of the decolorization solution was measured at 550 nm using a spectrophotometer (FLUOstar; BMG 

Labtech, Champigny sur Marne, France). Caspofungin at a concentration of 100 μg/mL was used as a 

control. The biofilm analyzed at T0 represented the basal rate for each condition and corresponded to 

a rate of 100%. Thus, each condition assessed at T4, T8, and T24 was normalized according to that of 

the biofilm observed at T0. 

2.8. Animal Model 

Female C57BL/6 mice aged 3‒4 months and certified free from infection were used (Janvier 

Laboratories, Le Genest-Saint-Isle, France). The mice were kept at 21 °C with free access to water 

and food and a 12/12 h light/dark cycle in the animal facility of the Faculty of Medicine, Lille University. 

We used hermetically sealed and filtered single-use plastic cages that were only opened in rooms 

containing no other animals and were disinfected between each series of experiments. All experiments 

were performed in accordance with the decrees relating to the ethics of animal experimentation 

(Decree 86/609/EC), as well as according to Protocol 00550.05. 

On day 0, a single oral gavage of 300 μL PBS containing 5 × 107 cells of C. glabrata was given to 

each mouse. The animals received an oral gavage of 250 μL PBS containing the FA (OA and PA) at a 

concentration of 1 mg/kg/mouse during the first 5 days. To induce chemical colitis in the mice, DSS at 

a concentration of 1.5% was added to water for the entire duration of the experiment. The optimal 

effect of DSS was reached on the sixth day. The animals were separated into several groups with free 

access to water containing 1.5% DSS. The control group (CTL) represented mice receiving water. The 

groups C. glabrata (Cg) alone or FAs alone represented control groups without DSS treatment. D 

corresponded to mice receiving DSS to induce chemical colitis, DCg to mice receiving DSS and C. 

glabrata, and DCgFA to mice treated with FA and challenged with DSS and C. glabrata. 

During the experiments, the animals were weighed, and stool samples were collected every 2 days. 

The stool samples were weighed, homogenized in 1 mL PBS, and then serially diluted in 1 mL 1X PBS 
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[22,27]. A volume of 100 µL was then added to Petri dishes containing Sabouraud agar. A bacterial 

culture was performed on MacConkey and bile esculin azide medium for Enterobacteriaceae and 

Enterococci, respectively. After 24 h of incubation at 37 °C fungal growth was recorded as number of 

colony-forming units (CFU)/mg of stool. To identify bacterial colonies in the Petri dishes, 1.5 µL of 

matrix solution (α-cyano-4-hydroxycinnamic acid; Bruker Daltonics) dissolved in 50% acetonitrile, 

47.5% water, and 2.5% trifluoroacetic acid was added to the bacterial colonies, and they were then 

analyzed using mass spectrometry (MALDI-TOF; Microflex-Bruker Daltonics). On day 14, the mice 

were sacrificed by cervical dislocation and the colon, stomach, and caecum were collected to 

determine the fungal load. After different washings with PBS, the colon, stomach, and caecum were 

weighed and homogenized in 1 mL PBS (TURRAX, T10 basic ULTRA-TURRAX®, IKA®). Each sample 

(100 µL) was plated on Sabouraud agar for 24 h at 37 °C. The result was noted as number of CFU/mg 

of the organ. 

2.9. Clinical and Histologic Scores for Inflammation 

Clinical scores were assessed independently by two investigators blinded to the study protocol, as 

described previously [28,29]. Four scores (behavior, body weight, stool consistency, and bleeding) 

were added together, resulting in a total clinical score ranging from 0 (healthy) to 6 (maximum colitis 

activity). For analysis of the histologic score, the colon sample from each animal was fixed overnight in 

4% paraformaldehyde-acid at 4 °C. The colon samples were then embedded in paraffin at 60 °C 

overnight. The samples were fixed, cut in a microtome (4 µm thick; RM2245, Leica, Wetzlar, 

Germany), and scanned with an Axio-Scan.Z1 (Zeiss, Oberkochen, Germany). For the histologic 

score, 0 = no epithelial lesion and no leukocyte infiltrates; 3 = presence of epithelial lesion, edema, or 

leukocyte infiltrates; 6 = presence of epithelial lesions, edema, and leukocyte infiltrates. 

2.10. Real-Time mRNA Quantification of Proinflammatory Cytokines and Innate Immune Receptors 

RNA was extracted from the colon samples using the NucleoSpin RNA® protocol (Macherey-Nagel, 

Düren, Germany). For each sample, mRNA (in µg/µL) was measured with a spectrophotometer 

(Nanodrop 1000; Thermo Scientific). The ratio of each of our samples was >2.0, which was a sign of 

pure RNA. The cDNA synthesis was performed using a high-capacity DNAc reverse-transcription (RT) 

master mix (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). For a final volume of 10 µL/sample, the mix 

contained 2 µL 10X RT buffer, 2 µL 10X RT random primers, 0.8 µL 25X dNTP mix, 1 µL reverse 

transcriptase, and 4.2 µL RNase-free H2O. PCR was performed in a 96-well microplate (MicroAmp 

Fast Optical 96-well; Applied Biosystems). For a final volume of 12 µL/well of each sample, a mix was 

made containing 0.25 µL of forward and reverse primer, 6 µL of SYBR green (Applied Biosystems), 3 

µL of RNase-free H2O, and 2.5 µL of cDNA from the samples. SYBR green dye intensity was 

determined using one-step software. The used primers are provided in Table S2 in the Supplementary 

Materials. The mRNA levels were normalized to the reference gene (POLR2A (mRNA)) and are 

reported as fold-change in expression over the control group (CTL). 

2.11. Statistical Analysis 

The data are presented as the mean ± standard deviation (SD) of the individual experimental groups. 

Statistical comparisons were performed using the nonparametric Mann–Whitney test or ANOVA, 

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism® 7.0 software (GraphPad software, San 

Diego, CA, USA). The p-values < 0.05, 0.01, or 0.001 were considered statistically significant. 

 

3. Results 

3.1. Characterization and Identification of Two Fatty Acids from B. Thetaiotaomicron and L. johnsonii 

by GC-MS 
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Two FAs were identified from B. thetaiotaomicron and L. johnsonii during their interaction with 

epithelial cells from mouse colons (Figure 1). In contrast to the controls (RPMI, colon alone, or colon 

incubated with C. glabrata), two FAs were detected using GC-MS in colon extract incubated with these 

two anaerobic bacteria. The first FA was detected at a peak of 37.4 min, corresponding to palmitic acid 

methyl ester (PAME); while the second was observed at 41.4 min, corresponding to oleic acid methyl 

ester (OAME). This GC-MS analysis indicated the presence of PA and OA following bacterial 

interaction with the colon samples. 

 

Figure 1. Representative data of the analysis obtained using GC-MS. (A) Analysis of RPMI medium. (B) 

Analysis of a control mouse colon sample. (C) Analysis of a mouse colon sample incubated with L. johnsonii and 

B. thetaiotaomicron. (D) Analysis of a mouse colon sample incubated with C. glabrata. (E) Analysis of a mouse 

colon sample incubated with L. johnsonii, B. thetaiotaomicron, and C. glabrata. The retention time (RT) peak of 

6.85 min corresponded to tetrahydrofuran, 2-methyl-5-methyl; while the RT peak of 7.04 min was not identified in 

chromatogram B. 

3.2. Effect of These Two Fatty Acids on the Modulation of Proinflammatory Cytokine Expression in 

Caco-2 Cells Challenged with DSS and on the Migration of Macrophages through DSS-Challenged 

Caco-2 Cells 

Caco-2 cells treated with the fatty acids did not show a significant variation in the expression of TNFα, 

IL-8, and CCL2 when compared to untreated cells (Figure 2). A significant increase in the expression 

of these cytokines was seen when the intestinal cells were challenged with 1.5% DSS for 24 h (Figure 

2). However, Caco-2 cells treated with FAs and challenged with DSS showed a significant decrease in 

the expression of these proinflammatory mediators when compared to untreated Caco-2 cells 

challenged with DSS (Figure 2). The migration of macrophages through Caco-2 cells unchallenged 

with DSS (CTL-) was assigned a value of 100%, while the positive control corresponded to easy 

migration of macrophages without Caco-2 cells. Macrophage migration through Caco-2 cells with DSS 

was assigned a value of 200% (D). Treatment of epithelial cells with either OA or PA did not reduce 

macrophage migration when compared to untreated Caco-2 cells challenged with DSS (Figure 3). 

Interestingly, treatment of intestinal cells with both FAs significantly reduced the migration of 
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macrophages through Caco-2 cells challenged with DSS, indicating that a combination of these two 

FAs improved the intestinal epithelial barrier (Figure 3). 

 

 

Figure 2. Effect of fatty acids on the modulation of proinflammatory cytokine expression in DSS-treated Caco-2 

cells. Relative expression levels of (A) TNFα, (B) IL-8, and (C) CCL-2 mRNA in Caco-2 cells challenged with 

1.5% DSS. CTL: control group (Caco-2 cells alone); OA: Caco-2 cells treated with OA; PA: Caco-2 cells treated 

with PA; OA/PA: Caco-2 cells treated with PA and OA; D: Caco-2 cells challenged with 1.5% DSS; DOA: Caco-2 

cells challenged with 1.5% DSS and treated with OA; DPA: Caco-2 cells challenged with 1.5% DSS and treated 

with PA; DOA/PA: Caco-2 cells challenged with 1.5% DSS and treated with PA and OA. The results were 

obtained from three independent experiments. 

 

 

Figure 3. Migration of macrophages to C. albicans through Caco2 cells challenged with DSS and treated 

with fatty acids (FAs). CTL: control (migration of macrophages through Caco-2 cells untreated with DSS); OA: 

migration of macrophages through Caco-2 cells treated with OA only and unchallenged with DSS; PA: migration 

of macrophages through Caco-2 cells treated with PA only and unchallenged with DSS; OA/PA: migration of 

macrophages through Caco-2 cells treated with both FAs and unchallenged with DSS; D: migration of 
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macrophages through Caco-2 cells challenged with DSS; DOA: migration of macrophages through Caco-2 cells 

challenged with DSS and treated with OA; DPA: migration of macrophages through Caco-2 cells challenged with 

DSS and treated with PA; DOA/PA: migration of macrophages through Caco-2 cells challenged with DSS and 

treated with both FAs; CTL+: positive control (migration of macrophages without Caco-2 cells). The results were 

obtained from three independent experiments. 

3.3. Effect of Fatty Acids on the Modulation of Proinflammatory Mediators and Receptors in 

Macrophages 

Regarding the receptors mediating FAs as signaling molecules, OA or OA+PA (FAs) increased the 

expression of FFAR1 and FFAR2 in macrophages. The addition of OA or FAs to macrophages 

significantly increased the expression of 5’ AMP-activated protein kinase (AMPK), TLR2, AhR, and IL-

10, while there was no change in proinflammatory cytokines except for IL-12 expression, which was 

decreased significantly in macrophages treated with FAs (Figure 4). PA increased FFAR2, TLR2, 

TNFα, and IL-1β expression in macrophages. 

In LPS-stimulated macrophages, OA, PA, or FAs increased the expression of FFAR3, whereas the 

expression of FFAR2 was observed only in the presence of OA. LPS-stimulated macrophages 

resulted in the expression of TLR2, TLR4, TLR8, AhR, COX-2, MyD88, NF-kB, TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, 

CCL2, and CCL5 (Figure 4 and Supplementary Materials Figure S1). Treatment of LPS-stimulated 

macrophages with FAs significantly decreased COX-2, TNFα, IL-6, IL-12, CCL2, and CCL5, while the 

expression of FFAR1 was not affected in LPS-stimulated macrophages treated with FAs (Figure 4 and 

Supplementary Materials Figure S1). Additionally, a high expression of AhR was observed in LPS-

stimulated macrophages treated with OA or FAs. Protein expression levels of TNFα and IL-6 revealed 

the anti-inflammatory effect of FAs in macrophages treated with LPS (Supplementary Materials Figure 

S2). 

 



Page 241 sur 259 
 

 

Figure 4. Expression of proinflammatory mediators and receptors in macrophages treated with fatty acids and 

challenged with lipopolysaccharide (LPS). (A–N) Relative expression levels of FFAR1, FFAR2, FFAR3, AMPKα, 

COX-2, TLR2, AhR, TNFα, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12, CCL2, and CCL5 mRNA, respectively, in macrophages. MΦ: 

control group (macrophages alone); MΦOA, MΦPA, and MΦOA/PA: macrophages treated with OA, PA, or FAs 

(OA/PA), respectively; MΦLPS: positive control (macrophages exposed to LPS); MΦLPSOA, MΦLPSPA, and 

MΦLPSOA/PA: macrophages challenged with LPS and treated with OA, PA, or FAs (OA/PA), respectively. The 

results were obtained from three independent experiments. 
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3.4. Role of these Two Fatty Acids in Pathogen–Epithelial Cell Interactions 

To evaluate whether these two FAs could reduce the adhesion of pathogens, in particular Candida 

spp., to Caco-2 cells, FAs at a concentration of 25 µg/mL were added to Caco-2 cells, and the 

epithelial cells were then challenged with C. glabrata. A decrease in the adhesion of C. glabrata to 

intestinal cells treated with OA, PA, or FAs was observed, indicating that these two FAs protected the 

intestinal epithelial barrier from pathogen adhesion (Figure 5). 

 

 

Figure 5. Effect of fatty acids on the adhesion of C. glabrata to Caco-2 cells. Cg: control (Caco-2 cells challenged 

with C. glabrata); Caspo: standard control (Caco-2 cells challenged with C. glabrata and treated with 

caspofungin); OA, PA, OA/PA: Caco-2 cells challenged with C. glabrata and treated with OA, PA, or FAs 

(OA/PA), respectively. The results were obtained from two independent experiments. 

B. thetaiotaomicron and L. johnsonii are known to produce chitinase-like and mannosidase-like 

activities that promote digestion of the Candida cell wall, but the question arose whether these two 

FAs from these bacteria would have a direct effect on Candida viability. The effect of these FAs on 

Candida viability was assessed at various concentrations (10, 25, 50, 100, and 250 µg/mL; Figure 6 

and Supplementary Materials Figure S3). In parallel, caspofungin, which is an antifungal drug 

indicated in the treatment of invasive candidiasis, was used as a standard control. At T0, no variation 

was observed in the bioluminescence of C. albicans treated with FAs at different concentrations when 

compared to untreated C. albicans (Figure 6A). However, a significant decrease in the 

bioluminescence of C. albicans was observed after 1 h of coincubation with OA, PA, or FAs at various 

concentrations. This significant decrease in the bioluminescence of C. albicans was only effective for 

OA or FAs after 2 h of coincubation at a concentration ≥25 µg/mL, indicating that OA exerted a direct 

antifungal effect against Candida when compared to PA. The formation of biofilms, which contain 

dense yeast cells and hyphae, is an important virulence factor for fungal infection, and correlates 

strongly with fungal resistance to different antifungal treatments. The effect of FAs on fungal biofilm 

formation was also determined. Based on the Candida viability experiments, FAs at a concentration of 

25 µg/mL were used in this biofilm assay. FA treatment significantly decreased biofilm formation by C. 

glabrata and C. albicans after 4, 8, or 24 h of incubation (Figure 6B,C), showing that FAs interacted 

with Candida biofilms and affected their formation. 
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Figure 6. Effect of fatty acids on Candida spp. (A) Bioluminescence of C. albicans treated with OA, PA, or 

OA/PA at a concentration of 10, 25, 50, 100, or 250 µg/mL after 0, 60, and 120 min. * p < 0.05 OA, PA, or OA/PA 

vs. C. albicans; ** p < 0.01 OA, PA, or OA/PA vs. C. albicans; *** p < 0.001 OA, PA, or OA/PA vs. C. albicans. (B) 

Biofilm of C. glabrata challenged with OA, PA, or OA/PA at a concentration of 25 µg/mL after 4, 8, and 24 h. (C) 

Biofilm of C. albicans challenged with OA, PA, or OA/PA at a concentration of 25 µg/mL after 4, 8, and 24 h. C. 

glabrata (Cg) and C. albicans (Ca): control groups; Caspo: standard control, challenge with caspofungin; OA, PA, 

OA/PA: C. glabrata or C. albicans challenged with OA, PA, or FAs (OA/PA), respectively. The results were 

obtained from three independent experiments. 

3.5. Effect of Fatty Acids on Modulation of the Inflammatory Immune Response and Fungal 

Overgrowth in a Murine Model of DSS-Induced Colitis 

To assess whether FAs could eliminate C. glabrata from the gut during intestinal inflammation, mice 

were administered an oral inoculum of C. glabrata on a day 1, and every mouse was tagged and 

followed daily in terms of body weight, clinical score for inflammation, and fungal and bacterial load in 

stool samples. During the experiment, mice received an oral dose of OA and PA at a concentration of 

1 mg/kg/mouse daily for 5 days. With regards to inflammatory parameters, control groups 

corresponding to mice receiving water (CTL), FA alone, and C. glabrata (Cg) did not show any signs of 

inflammation in terms of clinical and histologic scores (Figure 7A,B). Furthermore, FA prevented the 

increase in clinical scores for inflammation for DFA (DSS + FA) and DCgFA (DSS + Cg + FA) when 

compared to groups D (DSS only) and DCg (DSS + Cg) (Figure 7A). With regard to the histologic 
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score for inflammation, colon sections from D and DCg mice showed greater leukocyte infiltrate, 

edema, and epithelial lesions, while FA treatment significantly decreased the signs of inflammation in 

colons from DFA and DCgFA mice, showing that FA prevented epithelial damage by exerting an anti-

inflammatory effect during the development of colitis (Figure 7B,C). 

 

 

Figure 7. Effect of fatty acids (FAs) on inflammatory parameters in the DSS-induced colitis mouse model. 

(A) Clinical analysis of DSS-induced colitis in mice. Control groups correspond to CTL (water), Cg (C. glabrata), 

and FAs (OA and PA). Experimental groups correspond to D (DSS), DCg (DSS and C. glabrata), DFA (DSS + 

OA/PA), and DCgFA (DSS + C. glabrata + OA/PA). (B) Histologic scores for inflammation. (C) Histologic analysis 

of colon sections from DSS-induced colitis. Scale bar corresponds to 50 µm. 
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3.6. Fungal Load in the Stools and Gut Was Investigated Every 2 Days and in the Digestive Tract on 

Day 14 (Colon, Cecum, and Stomach) 

No C. glabrata was observed in stools or the gut of the CTL group receiving water. For Cg, DCg, or 

DCgFA mice, on day 1, after C. glabrata challenge, a significant fungal load in stools was observed in 

all groups, while a rapid decrease in C. glabrata CFU was recorded on day 2 in all groups, indicating 

that the mice were not natural hosts for C. glabrata. This fungal decrease continued until day 6, when 

elimination of C. glabrata was observed in the Cg group (control group untreated with DSS) and in 

mice treated with FAs (DCgFA), while the DCg group had a significant increase in fungal load from 

day 12, correlating with significant signs of inflammation (Figure 8A). In addition, FA treatment 

significantly decreased C. glabrata in the stomach, indicating that FAs promoted the elimination of C. 

glabrata from the gut (Figure 8B). 

 

 

Figure 8. Effect of fatty acids (FAs) on C. glabrata elimination from the gut in mice with DSS-induced 

colitis. (A) Determination of the number of C. glabrata colonies recovered from stools. (B) Number of C. glabrata 

colonies recovered from the stomach, caecum, and colon. The four groups consisted of controls (CTL; water), C. 

glabrata alone (Cg), DSS + C. glabrata (DCg), and DSS + C. glabrata + FAs (DCgFA). Data are the mean ± SD of 

six mice per group. 

In terms of the effect of FAs on modulating pathogenic bacteria, in particular E. coli and Enterococcus 

faecalis, which are involved in the pathogenesis of IBD, populations of E. coli and E. faecalis 

increased significantly during the development of colitis in D and DCg mice when compared to control 

mice (Figure 9A,B). These bacterial populations significantly decreased in mice treated with FAs (DFA 
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and DCgFA), indicating that FAs affected not only the Candida populations, but also the E. coli and E. 

faecalis populations. 

The expression levels of MyD88, FOXP3, and proinflammatory cytokines (IL-1β, IL- 6, TNFα, and 

IFNγ) were assessed in the colons (Figure 10D–E,G–J). In contrast to FOXP3, expression of MyD88, 

IL-1β, IL- 6, TNFα, and INFγ was significantly lower in the colons of DCgFA mice than in DCg mice, 

indicating that FAs attenuated the inflammatory response caused by C. glabrata overgrowth (Figure 

10D–E,G–J). In addition, the expression levels of TLR-8 were significantly decreased, while dectin-1, 

aryl hydrocarbon receptor (AhR), and IL-10 expression increased in DFA and DCgFA mice (Figure 

10A–C,F). 

 

 

Figure 9. Cultivable E. faecalis and E. coli after fatty acid (FA) treatment in mice with DSS-induced colitis. 

(A) Number of E. coli colony-forming units (CFUs) recovered from stool samples. (B) Number of E. faecalis CFUs 

recovered from stool samples. Stool bacteria were isolated from mice on day 0 before C. glabrata, DSS 

challenge, and FA treatment. The seven groups consisted of controls (CTL; water), C. glabrata alone (Cg), oleic 

and palmitic acids alone (FA), DSS alone (D), DSS + oleic and palmitic acids (DFA), DSS + C. glabrata (DCg), 

and DSS + C. glabrata + oleic and palmitic acids (DCgFA). Data are the mean ± SD of six mice per group. 
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Figure 10. Cytokine and receptor expression after FA treatment. (A–E) Relative expression levels of TLR8, 

dectin-1, AhR, Myd88, FOXP3, IL-10, IL-1β, IL-6, TNFα, and IFNγ mRNA in mouse colons. Data are the mean 

±SD of six per group. 

 

4. Discussion 

Alteration of the gut microbiota plays a crucial role in many human diseases, including IBD [3,14,30]. 

Microbial changes in IBD show a decrease in biodiversity of the gut microbiota, in particular strict 

anaerobic species within the Firmicutes and Actinobacteria phyla [31]. Reduced Bacteroides spp. are 

also observed in IBD, more so in active disease than during remission [32]. The gut microbiota is 

critical to health and is essential for healthy immune development. Furthermore, some microbial 

metabolites are key regulators of the host–gut environment, including FAs produced by microbial 

fermentation [33]. In the murine model of DSS-induced colitis, it has been shown that intestinal 

inflammation in the gut increased the aerobic bacterial population, in particular E. coli and E. faecalis, 

but decreased the population of anaerobic bacteria such as L. johnsonii and B. thetaiotaomicron [10]. 

Restoration of these two anaerobic bacteria alleviated the development of colitis in mice, mediated by 

the modulation of proinflammatory cytokine and TLR expression [11]. Since L. johnsonii and B. 

thetaiotaomicron exert a beneficial effect on intestinal inflammation, the present study identified two 

FAs from these two bacteria during their interaction with colonic epithelial cells. A GC-MS analysis 

revealed that PA and OA from these two anaerobic bacteria could be detected during their interaction 
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with colonic epithelial cells. PA (16:0) is a saturated fatty acid that is known to modulate the immune 

system by inducing monocyte activation and stimulating proinflammatory responses in human immune 

cells [34]. OA (18:1) is an unsaturated fatty acid that exhibits anti-inflammatory properties in humans 

[35]. Both PA and OA are found in animals, plants, and microorganisms. In the present study, OA 

alone or OA combined with PA reduced the expression of proinflammatory mediators in Caco-2 cells 

challenged with DSS. Additionally, OA alone or OA combined with PA improved intestinal epithelial 

Caco-2 cells through a reduction in macrophage migration during inflammation. PA alone did not 

exhibit any anti-inflammatory properties on epithelial cells or macrophages when compared to OA. In 

line with these data, Finucane et al. showed that OA inhibited ATP-induced IL-1β production through 

an AMPK-dependent mechanism in LPS- and PA-exposed macrophages [36]. 

OA and PA are mediated through FFAR1, FFAR2, and FFA3 [37,38]. FFARs are critical for metabolic 

functions and contribute to energy homeostasis and modulation of inflammation [39]. In terms of the 

role of FFAR in inflammation, FFAR1 signaling induced by a gut microbial metabolite of linoleic acid 

restored intestinal epithelial barrier impairment [40]. Different studies have demonstrated the role of 

FFAR2 in modulation of the inflammatory response [38,40]. Activation of FFAR2 inhibited colitis and 

inflammation, while mice deficient in FFAR2 showed a severe inflammatory response in colitis that 

was related to an increase in the recruitment of immune cells [41]. In the current study, OA alone or 

FAs (OA/PA) increased FFAR1, FFAR2, AMPK, and IL-10 expression in macrophages. Impaired 

AMPK in macrophages has been shown to be associated with greater production of proinflammatory 

cytokines [42]. Savado et al. reported that the beneficial effect of OA was dependent on the activation 

of AMPK, a metabolic sensor that modulates inflammation [43]. Additionally, Howe et al. showed that 

OA and PA differently modulated TLR2-mediated inflammatory responses in macrophages [44]. We 

observed that OA increased IL-10 expression in macrophages. These observations were consistent 

with experimental studies, which showed that the anti-inflammatory effects of an OA-enriched diet 

improved whole-body insulin resistance by reducing the inflammatory response and increasing IL-10 

levels in an animal model of diet-induced obesity [45]. The addition of OA alone or FAs to LPS-

stimulated macrophages decreased COX-2, TNFα, IL-6, and IL-12 production. In line with these 

observations, Muller et al. showed that the addition of OA to LPS-stimulated macrophages significantly 

reduced LPS-induced expression of inducible nitric oxide synthase (iNos), COX-2, and IL-6 expression 

[46]. 

In addition to the effect of FAs on modulation of the inflammatory response in macrophages and 

intestinal epithelial Caco-2 cells, these two FAs have also been shown to exhibit antibacterial and 

antifungal activity. In the present study, FA treatment significantly decreased Candida viability and 

Candida spp. biofilm formation. Muthami et al. showed, using proteomic analysis of C. albicans, that 

OA exerted stress conditions such as heat stress and targeted the proteins implicated in glucose 

metabolism, ergosterol biosynthesis, lipase production, iron homeostasis, and amino acid biosynthesis 

[47]. Like OA, PA inhibited the virulence factors of Candida spp. such as ergosterol biosynthesis, 

enzymatic activity, and mature biofilm formation at various time points [48]. 

Given that OA and PA were detected during the interaction of L. johnsonii and B. thetaiotaomicron 

with colonic epithelial cells, and the combination of OA and PA had anti-inflammatory and antifungal 

properties in vitro, these FAs were evaluated in the murine model of DSS-induced colitis. FA 

prevented the increase in clinical and histologic scores for inflammation and allowed the elimination of 

C. glabrata from the gut. This observation was supported by a reduction in the E. coli and E. faecalis 

populations in mice treated with FAs, indicating that these FAs were not only able to decrease C. 

albicans colonization, but also attenuated intestinal inflammation. Reddy at al. showed that the 

antioxidant activity of OA inhibited mucosal damage, as evidenced by lower crypt distortion, edema, 

and abundant goblet cells in the mucosa [49]. In this animal model, increased expression of IL-1β and 

IL-6 was associated with the development of inflammation and C. glabrata overgrowth in mice, while 

FA attenuated the expression of these cytokines. Ben-Dror et al. showed that the combination of OA 

and PA significantly alleviated cellular stress and inflammation marker levels [50]. Additionally, the 

expression of TLR8 and MyD88 decreased in mice treated with FAs. This reduction was correlated 
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with the reduction in C. glabrata, E. coli, and E. faecalis populations in mice treated with FAs, showing 

that the effect of FAs on pathogens modulated the inflammatory response mediated via TLR/MyD88. 

In contrast, FA treatment increased dectin-1 expression in the colons of DCg mice. This observation 

was in line with a previous study showing that dectin-1 expression was increased during the 

elimination of C. glabrata in mice with DSS-induced colitis [10]. Expression of AhR, which is a receptor 

for aromatic hydrocarbons, was suppressed in the intestines of patients with IBD [51,52]. AhR −/− 

mice exhibited severe inflammatory parameters in DSS-induced colitis and produced high levels of 

proinflammatory cytokines, suggesting that the function of AhR in the intestine is protective [53]. In the 

present study, we observed that FAs increased the expression of AhR in mice treated with DSS or 

DSS+C. glabrata, and this increase in AhR expression was correlated with the increase in IL-6, TNFα, 

and IFNγ. Lamas et al. showed that the administration of three Lactobacillus strains to mice promoted 

the activation of AhR by rescuing impaired IL-22 production and allowed the attenuation of intestinal 

inflammation [54]. 

In conclusion, OA and PA were detected during the interaction of L. johnsonii and B. thetaiotaomicron 

with colonic epithelial cells. OA alone or FAs reduced the expression of proinflammatory mediators in 

Caco-2 cells challenged with DSS. OA alone or FAs increased FFAR1, FFAR2, AMPK, and IL-10 

expression in macrophages. Additionally, OA alone or FAs decreased COX-2, TNFα, IL-6, and IL-12 

expression in LPS-stimulated macrophages. In the DSS-induced colitis model, oral administration of 

FAs prevented the increase in clinical and histologic scores for inflammation, reduced the E. coli and 

E. faecalis populations, and eliminated C. glabrata from the gut. Overall, these findings provided 

evidence that FAs have anti-inflammatory and antifungal properties. These two FAs decreased the 

inflammatory response in macrophages mediated via FFAR1, FFAR2, FFAR3, and AMPK; attenuated 

the development of colitis; and were involved in the elimination of C. glabrata from the gut. This study 

emphasized the importance of adding unsaturated FAs, in particular OA, to the human diet to promote 

the attenuation of intestinal inflammation and fungal elimination from the gut. In addition, the current 

work offers new perspectives for exploring the effect of polysaturated and trans isomers of both OA 

and PA on fungal overgrowth, as well as how these FAs can modulate the microbiota biodiversity and 

intestinal inflammation. 
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Supplementary Materials : 

We checked for additional pro-inflammatory cytokines using the qRT-PCR approach. OA did not have 

any effect on the expression of IFN, IL8, IL-17, or IL-18 while PA increased the expression of IFN 

and IL-17 in LPS-stimulated macrophages (Fig. 1). For the protein level approach, the combination OA 

with PA reduced the expression of TNF and IL-6 (Fig. 2). 

 

 

Figure S1. Expression of pro-inflammatory mediators and receptors in macrophages treated with fatty acids and 

challenged with LPS. (A-H) Relative expression levels of TLR4, TLR8, Myd88, NF-κB, IFNγ, IL-8, IL-17 and IL-18 

mRNA, respectively in macrophages. MΦ represents a control group (macrophages alone); MΦOA, MΦPA and 

MΦOA/PA correspond to macrophages treated with oleic acid, palmitic acid or with these two fatty acids, 

respectively. MΦLPS represents a positive control (macrophages exposed to lipopolysaccharide). MΦLPSOA, 

MΦLPSPA and MΦLPSOA/PA correspond to macrophages challenged with LPS and treated with oleic acid, 

palmitic acid or with these two fatty acids, respectively. The results were obtained from three independent 

experiments. 
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Figure S2. Protein levels of TNFα, IL-6 and IL-1β in macrophages treated with fatty acids and exposed to 

LPS. (A) Fold release of TNFα in macrophages. (B) Fold release of IL-6 in macrophages. (C) Fold release of IL-

1β. MΦ represents a control group (macrophages alone); MΦOA, MΦPA and MΦOA/PA correspond to 

macrophages treated with oleic acid, palmitic acid or with these two fatty acids, respectively. MΦLPS represents a 

positive control (macrophages exposed to lipopolysaccharide). MΦLPSOA, MΦLPSPA and MΦLPSOA/PA 

correspond to macrophages challenged with LPS and treated with oleic acid, palmitic acid or with these two fatty 

acids, respectively. The results were obtained from three independent experiments. 
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Figure S3. Effect of fatty acids on viability of C. glabrata by culture plate assay. C. glabrata challenged with 

OA, PA, OA/PA at a concentration of 25 and 250 µg/mL after 0, 60 and 120 min. Cg represents a control. Caspo 

represents a standard control (C. glabrata challenged with caspofungin). OA, PA and OA/PA correspond to C. 

glabrata challenged with oleic acid, palmitic acid or these two FA, respectively. The results were obtained from 

two independent experiments. 
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Table S1. Quantitative real-time RT-PCR primer sequences for human genes used in the study. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene Primer sequence (5'-3') 

GAPDH 
Forward GAC-ACC-CAC-TCC-TCC-ACC-TTT 

Reverse TTG-CTG-TAG-CCA-AAT-TCG-TTG-T 

TLR2 
Forward GCC-AAA-GCT-TTG-ATT-GAT-TGG 

Reverse TTG-AAG-TTC-AGC-TCC-TG 

TLR4 
Forward CAG-GGC-TTT-TCT-GAG-TCG-TC 

Reverse TGA-GCA-GTC-GTG-CTG-GTA-TC 

TLR8 
Forward TCC-TTC-AGT-CGT-CAA-TGC-TG 

Reverse CGT-TTG-GGG-AAC-TTC-CTG-TA 

FFAR1 
Forward CCG-GCA-TTC-TAG-CTC-AGG-AG 

Reverse CAC-TCT-GCC-CCT-TCC-GAA-TT 

FFAR2 
Forward TGC-CTT-TTT-GAT-GTG-CTC-TG 

Reverse TTG-CTT-TCC-CCT-GTA-TGA-GG 

FFAR3 
Forward TCT-CAG-CAC-CCT-GAA-CTC-CT 

Reverse TTC-TGC-TCC-TTC-AGC-TCC-AT 

AMPKα 
Forward AAC-AAG-TTG-TGG-CTC-ACC-CA 

Reverse AGA-ATC-AGG-TGG-GCT-TGT-CG 

COX-2 
Forward TGA-AAC-CCA-CTC-CAA-ACA-CA 

Reverse GAG-AAG-GCT-TCC-CAG-CTT-TT 

NF-κB 
Forward AGT-GAA-CCG-AAA-CTC-TGG-CA 

Reverse CCT-GGT-CCC-GTG-AAA-TAC-A 

Myd88 
Forward GGA-ATG-TGA-CTT-CCA-GAC-CAA 

Reverse GAT-GGG-GAT-CAG-TCG-CTT-C 

AhR 
Forward GCA-CCG-ATG-GGA-AAT-GAT-ACT-ATC 

Reverse GGT-GAC-CTC-CAG-CAA-ATG-AGT-T 

TNFα 
Forward ATC-AAT-CGG-CCC-GAC-TAT-CTC 

Reverse ACA-GGG-CAA-TGA-TCC-CAA-AGT 

IFNγ 
Forward TCC-CAT-GGG-TTG-TGT-GTT-TA 

Reverse AAG-CAC-CAG-GCA-TGA-AAT-CT 

IL-1β 
Forward GAT-GCA-CCT-GTA-CGA-TCA-CT 

Reverse GAC-ATG-GAG-AAC-ACC-ACT-TG 

IL-6 
Forward AGT-GAG-GAA-CAA-GCC-AGA-GC 

Reverse GTC-AGG-GGT-GGT-TAT-TGC-AT 

IL-8 
Forward AAA-TCA-GGA-AGG-CTG-CCA-AGA 

Reverse AAG-GAA-CCA-TCT-CAC-TGT-GTG-TAA-AC 

IL-10 
Forward ACT-TTA-AGG-GTT-ACC-TGG-GTT-GC 

Reverse TCA-CAT-GCG-CCT-TGA-TGT-CTG 

IL-12 
Forward CCT-GAC-CAT-CCA-AGT-CAA-AGA-GT 

Reverse AGG-AGC-GAA-TGG-CTT-AGA-ACC-T 

IL-17 
Forward TCC-CAC-GAA-ATC-CAG-GAT-GC 

Reverse GGA-TGT-TCA-GGT-TGA-CCA-TCA-C 

IL-18 
Forward AGT-CAG-CAA-GGA-ATT-GTC-TCC 

Reverse GAA-GCG-ATC-TGG-AAG-GTC-TG 

CCL2 
Forward CCC-CAG-TCA-CCT-GCT-GTT-AT 

Reverse TGG-AAT-CCT-GAA-CCC-ACT-TC 

CCL5 
Forward CGC-TGT-CAT-CCT-CAT-TGC-TA 

Reverse CCA-GAC-TTG-CTG-TCC-CTC-TC 
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Table S2. Mouse primers used for PCR analysis, related to experimental procedures. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gene Primer sequence (5'-3') 

Polr2a 
Forward CCC-ACA-ACC-AGC-TAT-CCT-CAA 

Reverse GGT-GCT-GTG-GGT-ACG-GAT-ACA 

TLR8 
Forward GGC-ACA-ACT-CCC-TTG-TGA-TT 

Reverse CAT-TTG-GGT-GCT-GTT-GTT-TG 

Dectin-1 
Forward GGG-CTC-TCA-AGA-ACA-ATG-GA 

Reverse AGC-ACA-CGA-TCC-TTT-CTC-TG 

Myd88 
Forward ACT-GGC-CTG-AGC-AAC-TAG-GA 

Reverse CGT-GCC-ACT-ACC-TGT-AGC-AA 

Ahr 
Forward TGC-TGG-TGT-CTG-CCA-TTG-TC 

Reverse ACA-GAT-CCA-GGA-CCA-CAT-CCT-T 

FOXP3 
Forward CAA-CAT-GGA-CTA-CTT-CAA-GTA-CCA-CAA-TA 

Reverse GAT-GGC-CCA-TCG-GAT-AAG-G 

TNFα 
Forward CCA-CCA-CGC-TCT-TCT-GTC-TA 

Reverse GAG-GCC-ATT-TGG-GAA-CTT-CT 

IL-1β 
Forward CAG-CAA-CAG-CAA-GGC-GAA-A 

Reverse CTG-GAC-CTG-TGG-GTT-GTT-GAC 

IFNγ 
Forward CAG-CAA-CAG-CAA-GGC-GAA-A 

Reverse CTG-GAC-CTG-TGG-GTT-GTT-GAC 

IL-6 
Forward TAC-ACA-TGT-TCT-CTG-GGA-AAT-CGT 

Reverse AAG-TGC-ATC-ATC-GTT-GTT-CAT-ACA 

IL-10 
Forward CAG-TAC-AGC-CGG-GAA-GAC-AAT-AA 

Reverse CCG-CAG-CTC-TAG-GAG-CAT-GT 
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3. Annexe 3 : Séquence des amorces humaines et murines 

 
Tableau 1 : Séquence des amorces humaines ou murines utilisées au cours de cette étude. 

Human Gene Primer Sequence (5’-3’) 
GAPDH Forward GAC-ACC-CAC-TCC-TCC-ACC-TTT 

Reverse TTG-CTG-TAG-CCA-AAT-TCG-TTG-T 

TLR2 Forward GCC-AAA-GCT-TTG-ATT-GAT-TGG 

Reverse TTG-AAG-TTC-AGC-TCC-TG 

TLR4 Forward CAG-GGC-TTT-TCT-GAG-TCG-TC 

Reverse TGA-GCA-GTC-GTG-CTG-GTA-TC 

TLR8 Forward TCC-TTC-AGT-CGT-CAA-TGC-TG 

Reverse CGT-TTG-GGG-AAC-TTC-CTG-TA 

PPARγ Forward GAC-CAC-TCC-CAC-TCC-TTT-GA 

Reverse GAT-GCA-GGC-TCC-ACT-TTG-AT 

FFAR1 Forward CCG-GCA-TTC-TAG-CTC-AGG-AG 

Reverse CAC-TCT-GCC-CCT-TCC-GAA-TT 

FFAR2 Forward TGC-CTT-TTT-GAT-GTG-CTC-TG 

Reverse TTG-CTT-TCC-CCT-GTA-TGA-GG 

FFAR3 Forward TCT-CAG-CAC-CCT-GAA-CTC-CT 

Reverse TTC-TGC-TCC-TTC-AGC-TCC-AT 

AMPKα Forward AAC-AAG-TTG-TGG-CTC-ACC-CA 

Reverse AGA-ATC-AGG-TGG-GCT-TGT-CG 

COX-2 Forward TGA-AAC-CCA-CTC-CAA-ACA-CA 

Reverse GAG-AAG-GCT-TCC-CAG-CTT-TT 

NF-κB Forward AGT-GAA-CCG-AAA-CTC-TGG-CA 

Reverse CCT-GGT-CCC-GTG-AAA-TAC-A 

Myd88 Forward GGA-ATG-TGA-CTT-CCA-GAC-CAA 

Reverse GAT-GGG-GAT-CAG-TCG-CTT-C 

AhR Forward GCA-CCG-ATG-GGA-AAT-GAT-ACT-ATC 

Reverse GGT-GAC-CTC-CAG-CAA-ATG-AGT-T 

TNFα Forward ATC-AAT-CGG-CCC-GAC-TAT-CTC 

Reverse ACA-GGG-CAA-TGA-TCC-CAA-AGT 

IFNγ Forward TCC-CAT-GGG-TTG-TGT-GTT-TA 

Reverse AAG-CAC-CAG-GCA-TGA-AAT-CT 

IL-1β Forward GAT-GCA-CCT-GTA-CGA-TCA-CT 

Reverse GAC-ATG-GAG-AAC-ACC-ACT-TG 

IL-6 Forward AGT-GAG-GAA-CAA-GCC-AGA-GC 

Reverse GTC-AGG-GGT-GGT-TAT-TGC-AT 

IL-8 Forward AAA-TCA-GGA-AGG-CTG-CCA-AGA 

Reverse AAG-GAA-CCA-TCT-CAC-TGT-GTG-TAA-AC 

IL-10 Forward ACT-TTA-AGG-GTT-ACC-TGG-GTT-GC 

Reverse TCA-CAT-GCG-CCT-TGA-TGT-CTG 

IL-12 Forward CCT-GAC-CAT-CCA-AGT-CAA-AGA-GT 

Reverse AGG-AGC-GAA-TGG-CTT-AGA-ACC-T 

IL-17 Forward TCC-CAC-GAA-ATC-CAG-GAT-GC 

Reverse GGA-TGT-TCA-GGT-TGA-CCA-TCA-C 

IL-18 Forward AGT-CAG-CAA-GGA-ATT-GTC-TCC 

Reverse GAA-GCG-ATC-TGG-AAG-GTC-TG 

CCL2 Forward CCC-CAG-TCA-CCT-GCT-GTT-AT 

Reverse TGG-AAT-CCT-GAA-CCC-ACT-TC 

CCL5 Forward CGC-TGT-CAT-CCT-CAT-TGC-TA 

Reverse CCA-GAC-TTG-CTG-TCC-CTC-TC 
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Tableau 1 (suite) : Séquence des amorces humaines ou murines utilisées au cours de cette étude. 
 

Mouse Gene Primer sequence (5’-3’) 
Polr2a Forward CCC-ACA-ACC-AGC-TAT-CCT-CAA 

Reverse GGT-GCT-GTG-GGT-ACG-GAT-ACA 

TLR2 Forward TGC-TTT-CCT-GCT-GGA-GAT-TT 

Reverse TGT-AAC-GCA-ACA-GCT-TCA-GG 

TLR4 Forward GGC-AGC-AGG-TGG-AAT-TGT-AT 

Reverse AGG-CCC-CAG-AGT-TTT-GTT-CT 

TLR8 Forward GGC-ACA-ACT-CCC-TTG-TGA-TT 

Reverse CAT-TTG-GGT-GCT-GTT-GTT-TG 

TLR9 Forward GCT-TTG-GCC-TTT-CAC-TCT-TG 

Reverse AAC-TGC-GCT-CTG-TGC-CTT-AT 

PPARγ Forward CTG-TGA-GAC-CAA-CAG-CCT-GA 

Reverse AAT-GCG-AGT-GGT-CTT-CCA-TC 

Dectin-1 Forward GGG-CTC-TCA-AGA-ACA-ATG-GA 

Reverse AGC-ACA-CGA-TCC-TTT-CTC-TG 

NF-κB Forward GCA-GGC-TAT-TGC-TCA-TCA-CA 

Reverse CTG-ACC-TGA-GCC-TTC-TGG-AC 

Myd88 Forward ACT-GGC-CTG-AGC-AAC-TAG-GA 

Reverse CGT-GCC-ACT-ACC-TGT-AGC-AA 

Chitinase like-3 protein Forward ACT-TTG-ATG-GCC-TCA-ACC-TG 

Reverse AAT-GAT-TCC-TGC-TCC-TGT-GG 

FOXP3 Forward CAA-CAT-GGA-CTA-CTT-CAA-GTA-CCA-CAA-TA 

Reverse GAT-GGC-CCA-TCG-GAT-AAG-G 

AhR Forward TGC-TGG-TGT-CTG-CCA-TTG-TC 

Reverse ACA-GAT-CCA-GGA-CCA-CAT-CCT-T 

TNFα Forward CCA-CCA-CGC-TCT-TCT-GTC-TA 

Reverse GAG-GCC-ATT-TGG-GAA-CTT-CT 

IL-1β Forward CAG-CAA-CAG-CAA-GGC-GAA-A 

Reverse CTG-GAC-CTG-TGG-GTT-GTT-GAC 

IFNγ Forward CAG-CAA-CAG-CAA-GGC-GAA-A 

Reverse CTG-GAC-CTG-TGG-GTT-GTT-GAC 

IL-6 Forward TAC-ACA-TGT-TCT-CTG-GGA-AAT-CGT 

Reverse AAG-TGC-ATC-ATC-GTT-GTT-CAT-ACA 

IL-10 Forward CAG-TAC-AGC-CGG-GAA-GAC-AAT-AA 

Reverse CCG-CAG-CTC-TAG-GAG-CAT-GT 

 


