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ABREVIATIONS 

 

7AAD: 7-Aminoactinomycin D 

AA: Acide Arachidonique 

Ag: Antigène 

AMPc: Adenosine 3’, 5’ monophosphate cyclique 

APC: Antigen Presentating Cells ou Cellules Présentatrices d’Antigènes (professionnelles) 

BG: β-glucanes 

BMDM: Bone Marrow-Derived Macrophage 

boMDM: Macrophages différenciés à partir de monocytes sanguins bovins 

C.albicans: Candida albicans 

CARD9: Caspase recruitment domain9 

CFU: Colony Forming Unit 

CMH: Complexe majeur d’histocompatibilité 

COX2 ou Ptgs2: Cyclo-oxygenase 2 

CR3: Complement Receptor 3 

CRD: Carbohydrate Recognition Domain 

CREB: C-AMP Response Element-binding protein 

Curd: Curdlan 

CW: Cell Wall (paroi) 

DC: Dentritic cells ou cellules dendritiques 

DC-SIGN: Dendritic Cell-Specific ICAM (intercellular adhesion molecule)-Grabbing 

Nonintegrin 

DD: Degré de déacétylation  

DO (OD en anglais): Densité Optique 

DPBS: Dulbecco’s phosphate buffered saline 

Ec: Escherichia coli 

EDTA: Ethylène diamine tétra acétique 

FC: Fold Change 
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FCS: Fetal Calf Serum 

FHL2: Four and a half LIM domains 2 

GM-CSF ou CSF-2: Granulocyte Macrophage-colony stimulating factor 

GR-1: Granulocyte antigen-1 

IFN-γ: Interferon-γ 

IL: Interleukine 

iNOS: Inducible nitric oxide synthase (ou NOS2) 

i.p.: Intra-péritonéal 

IPA: Ingenuity Pathway Analysis software 

IRAK: IL-1 receptor-associated kinase 

IRF-4: IFN regulatory factor 4 

ITAM: Immuno-receptor Tyrosine-based Activation Motif 

Jak: Janus kinases 

KO: Kock-Out 

LPS: Lipopolysaccharide 

LTA: Acide Lipoteichoïque 

LT: Leucotriène 

LT: Lymphocytes T 

LX: Lipoxine 

MAP kinases (MAPKs): Mitogen-Activated Protein kinases 

MARKS: Myristoylated, Alanine-Rich C Kinase Substrate 

M-CSF ou CSF-1: Macrophage-colony stimulating factor 

MDP: Muramyl Dipeptide 

MyD88: Myeloid differentiation factor 88 

MOI: Multiplicity of Infection 

MR: Mannose Receptor 

NADPH oxidase: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 

NEAA: Non-essential amino acids 

NFκB: Nuclear Factor-κB 
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NLRs: NOD-like receptors 

NLRP3: NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 

NOD: Nucleotide-binding Oligomerization Domain 

p.i.: post-infection 

Pam3: Pam3CSK4 (TLR1/2ligand) 

PAMPs: Pathogen associated molecular patterns 

PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cells 

PBS: Phosphate Buffered saline 

Pen-Strep: penicillin-streptomycin 

PG: Prostaglandine 

PI: Propidium Iodide 

PI3K: Phosphoinositide 3-Kinase 

PLA2: Phospholipase A2 

PLCγ: Phospholipase Cγ 

PLM: Phospholipomannane 

PMN: Polymorphonuclear Neutrophil 

PPAR: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 

PRRs: Pattern-recognition receptors 

ROS: Reactive oxygen species 

RPM: Resident Peritoneal Macrophage (Macrophage péritonéal résident) 

RPMI: Roswel parl memorial institute medium 

Sa: Staphylococcus aureus 

Sc: Saccharomyces cerevisiae 

SEAP: Secreted embryonic alkaline phosphatase 

SIGNR3: Specific ICAM-3-grabbing nonintegrin-related-3 

SOCS: Suppressor of cytokines signaling 

SR: Scavenger receptor 

STAT: Signal transducer and activator of transcription 

Syk: Spleen tyrosine kinase 
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TEPM: Thioglycollate-Elicited Peritoneal Macrophage (Macrophage péritonéal recruté par 
injection de thioglycollate) 

TGF-β: Transforming growth factor-β 

Th: T helper ou T auxiliaire 

TIR: Toll/IL-1 receptor 

TLRs: Récepteurs Toll-like 

TNFα: Tumor Necrosis Factor-α 

TRAF: TNF receptor associated protein 

TX: Thromboxane 

WGPd ou WGPs: Wellmune WGP dispersible ou soluble 

WT: Wild Type 

YCW: Yeast Cell Wall (paroi de levure) 

Zym: Zymosan 
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INTRODUCTION GENERALE 
 

Depuis quelques années, force est de constater qu’il existe une demande croissante pour 

limiter les intrants médicamenteux dans les filières d’élevages, toutes espèces animales 

confondues. Cette demande formulée tant par le consommateur que par le législateur répond 

au souhait de produire de façon plus respectueuse du bien-être animal et de consommer des 

aliments de la meilleure qualité hygiénique et organoleptique possible. A l’échéance de 5 ans 

(Plan Ecoantibio, 2012), la réduction souhaitée de l’utilisation des intrants médicamenteux et 

en particulier des antibiotiques dans les filières avoisine 25%, voire 50% dans certains pays 

européens. De plus, cet objectif doit être atteint sans baisse de productivité et ni de rentabilité 

des élevages, dans un contexte où la demande globale en matières premières agricoles et en 

produits transformés ne cesse d’augmenter en raison d’un accroissement régulier de la 

population mondiale, de son niveau de vie et de l’évolution des besoins et des habitudes 

alimentaires. A cet effet, le maintien de la production parallèlement à la réduction maximale 

du recours aux intrants médicamenteux dans les élevages représentent de véritables enjeux 

sanitaires, sociétaux et économiques majeurs. 

Cette limitation de l’utilisation des antibiotiques dans les filières de production animale 

présente trois objectifs majeurs et essentiels pour assurer la pérennité des systèmes d’élevage : 

limiter l’émergence de nouveaux agents pathogènes résistants aux antibiotiques 

communément utilisés pour le traitement des infections chez l’homme et ainsi maintenir 

intacts les moyens thérapeutiques utilisés exclusivement chez l’homme, et maintenir voire 

améliorer la sécurité sanitaire des produits animaux.  

Dans ce contexte, il devient donc urgent de développer des méthodes alternatives à 

l’utilisation des antibiotiques permettant de lutter efficacement contre les agents infectieux 

présents dans les élevages. A titre d’exemple, les élevages laitiers font face de façon 

récurrente et parfois de façon chronique à des infections localisées du tissu mammaire (encore 

appelées mammites) en période de production, et ce malgré l’augmentation des mesures 

hygiéniques et préventives. La sélection d’animaux à capacité de production élevée a peut-

être contribué à l’augmentation de leur fréquence. Ces infections sont largement causées par 

la colonisation de la glande à travers le canal du trayon par des germes banals, ce qui 

provoque une réaction inflammatoire d’intensité forte à modérée, rendant le lait impropre à la 

consommation et conduisant parfois à la mort de l’animal. En termes de fréquence et d’impact 
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économique, les mammites sont considérées comme l’une des principales pathologies 

affectant les bovins laitiers. A l’heure actuelle, le seul traitement efficace repose sur 

l’utilisation d’antibiotiques, faisant de cette maladie le principal motif de leur recours en 

élevage laitier. Le développement de méthodes alternatives à la pharmacopée conventionnelle 

ne se résume donc pas seulement à un enjeu pour la santé animale mais aussi pour la santé 

publique. En premier lieu, la stratégie la plus simple à mettre en place consiste à sélectionner 

des animaux toujours plus résistants génétiquement à ces infections. Cette méthode reste 

cependant chronophage puisque la sélection génétique est un processus long et rétroactif. La 

seconde stratégie repose sur la vaccination, qui a fait ses preuves sur un grand nombre de 

maladies causées par des virus ou des bactéries. Cependant une telle approche n’a à ce jour 

pas apporté de solution efficace dans les cas de mammites quel que soit l’agent pathogène 

considéré et la diversité phylogénétique des bactéries responsables étant grande, cela rend 

difficile la conception d’un vaccin universel. Il existe enfin une autre alternative basée sur une 

approche ancienne et traditionnellement appliquée en santé humaine dans certaines 

civilisations mais qui reste marginale en santé animale : la nutraceutique. Cette méthode 

consiste à améliorer la résistance naturelle et non spécifique des animaux vis-à-vis de 

nombreux agents infectieux par l’alimentation via des composés réellement dotés de 

propriétés immunostimulantes. La preuve de ce concept existe d’ailleurs depuis peu, 

notamment avec la mise sur le marché récente d’immunostimulants injectables à destination 

des bovins laitiers. 

Parallèlement, l’EFSA (Autorité Européenne de sécurité des aliments) a récemment publié un 

avis favorable sur les β-glucanes (BG) et leurs divers bénéfices pour la santé humaine, 

notamment leurs effets anti-cholestérol associés à la réduction des maladies cardiovasculaires, 

et leurs effets positifs dans la lutte contre l’obésité (avis 1924/2006, cf. EFSA NDA Panel, 

2010), alors que plus de 80% des molécules réputées et commercialisées pour leurs bénéfices 

santé ont remporté une opinion négative. La raison principale de ce succès récent repose sur 

leurs bienfaits reconnus depuis des millénaires par la médecine traditionnelle orientale [1]. 

Les BG sont notamment connus pour leurs propriétés immuno-modulatrices sur les cellules de 

l’immunité innée, telles que les macrophages ou encore les cellules dendritiques, et par 

conséquent pour leurs applications potentielles en thérapeutique. En effet, un large panel de 

bénéfices pour la santé est attribué aux BG et notamment des effets anti-tumoraux [2,3], anti-

diabète, anti-cholestérol [4], vasculaires [5], détoxifiant, mais aussi pour leur activité 

antimicrobienne aussi bien contre les infections virales, que bactériennes ou fongiques [6].  
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Compte tenu de leur action positive généralisée sur les maladies les plus courantes, de 

nombreux additifs alimentaires contenant des BG apparaissent sur le marché et sont de plus 

en plus utilisés à des fins thérapeutiques. En effet, au Japon ou en Chine, le Lentinan, une 

préparation contenant des BG provenant du champignon Lentinus edodes (ou Shiitake), est 

reconnu pour améliorer le taux de survie des patients atteints de cancers gastriques et 

colorectaux [7]. Les BG sont des composés essentiellement présents dans les parois des 

champignons incluant les levures (champignons unicellulaires) mais peuvent aussi provenir 

d’autres sources telles que les bactéries ou encore les céréales. De cette grande diversité 

résulte une hétérogénéité de structure des BG qui est plus ou moins marquée, et qui par 

conséquent est associée à des réponses cellulaires variables chez l’hôte. De plus, les études 

précédemment réalisées dans le domaine des BG s’appuient le plus souvent sur des 

préparations de BG dont la composition et le degré de pureté des BG ne sont pas spécifiés, ce 

qui rend l’interprétation des résultats périlleuse.  

Ce travail de thèse a donc pour vocation de préciser et de caractériser les effets biologiques 

propres des BG sur les macrophages, historiquement décrits comme les acteurs clés de la 

réponse immunitaire innée. Il s’agit également d’apporter des connaissances sur les 

mécanismes moléculaires par lesquels les BG peuvent augmenter le niveau de réactivité de 

l’hôte face à différents agents pathogènes responsables des infections, en particulier ceux 

impliqués dans les infections de la glande mammaire des ruminants domestiques.  

Ce travail se décline en 4 chapitres successifs : 

Le Chapitre 1 décrit le contexte de mes recherches d’après une synthèse bibliographique sur 

(i) les macrophages, leurs fonctions biologiques et leur rôle de médiateurs situés à l’interface 

de l’immunité innée et l’immunité spécifique dans un premier temps, (ii) sur les β-glucanes en 

décrivant leur diversité ; et enfin (iii) sur les interactions spécifiques entre BG et macrophages 

au cours de la réponse de l’hôte. La grande majorité des études ont été réalisées chez la souris 

mais il existe une quantité importante de résultats sur d’autres espèces, notamment sur les 

espèces de rente (porcine mais aussi bien bovine).  

L’ensemble des résultats obtenus seront présentés dans le Chapitre 2 selon trois axes. Chaque 

axe se base sur une approche différente de l’étude des effets immuno-modulateurs des BG, et 

se divise selon un modèle commun s’appuyant sur un article scientifique rédigé en anglais 

associé à une courte présentation du travail en français. Cette présentation sommaire de 
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l’article rappelle brièvement le contexte et les objectifs de l’étude ainsi que les principaux 

résultats et éléments de la discussion en français. 

L’axe 1 se focalise sur la réponse cellulaire directement induite par les BG au travers d’une 

caractérisation in vitro des effets dose, temps d’incubation associés à différents niveaux 

d’enrichissement en BG de trois composés préparés à partir de la paroi de levure 

Saccharomyces cerevisiae. L’axe 2 présente également les réponses cellulaires in vitro des 

macrophages traités avec des BG mais grâce à une approche visant à évaluer les effets 

potentiateurs des BG en amont d’une stimulation par des bactéries vivantes ou leurs ligands. 

L’axe 3 étudie les effets des BG in vivo à l’aide d’un modèle murin après injection par voie 

systémique ou locale ou après administration orale avant une épreuve bactérienne pour 

évaluer leurs effets immuno-modulateurs. L’ensemble de ces axes a permis de formuler des 

hypothèses sur les mécanismes d’action des BG sur les macrophages et de déterminer les 

gènes candidats impliqués dans la modulation de la réponse immunitaire innée par les BG. 

Enfin le Chapitre 4 récapitule l’ensemble des résultats obtenus et les compare aux données 

déjà disponibles sur l’activité immuno-modulatrice des BG sur les macrophages en conditions 

infectieuses. Cette discussion est accompagnée de quelques réflexions sur le travail effectué et 

propose quelques perspectives d’avenir pour la poursuite du projet. 

 



18 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre I   : Revue bibliographique  
  



 
19 

 

  



 
20 

 

I.1 Introduction à l’immunité 
 

L’immunité est définie comme l’ensemble des mécanismes de défense d’un organisme contre 

les éléments étrangers, en particulier les agents infectieux, lui conférant ainsi une résistance 

aux maladies infectieuses. L’ensemble des tissus, des cellules (en particulier celles désignées 

sous le nom de leucocytes), et des molécules qui concourent à protéger les individus des 

infections constituent le système immunitaire. Les mécanismes de défense de l’hôte se 

composent d’une immunité innée (dite aussi naturelle), non spécifique et précoce, 

responsable de la protection initiale contre les infections ; et de l’immunité acquise, 

spécifique et considérée comme plus tardive, qui met en œuvre une réponse dotée d’une forte 

spécificité pour l’agent pathogène en question (Figure I-1).  

 

Figure I-1: Les principaux mécanismes de l’immunité innée et adaptative [8]. 

 

L’immunité innée ou naturelle constitue la première ligne de défense de l’hôte, assurée par 

des cellules et des molécules qui sont plus ou moins toujours présentes et prêtes à éliminer les 

agents étrangers par des mécanismes de reconnaissance des microbes (ou de dommages 

causés aux cellules). Les composants de cette immunité reconnaissent des structures 

communes partagées par les différentes classes de micro-organismes (bactéries, virus, 

champignons) présents dans l’environnement mais absents des cellules de l’hôte. Le système 

inné évolue d’ailleurs constamment afin de ne pas subir les stratégies mises en œuvre par les 

agents microbiens pour contourner les modalités de reconnaissance par les cellules de l’hôte.  
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Ceci implique donc que le système immunitaire est capable de faire la distinction entre les 

cellules de l’organisme, et les éléments étrangers à l’organisme, dont les cellules altérées. 

L’immunité innée se distingue de l’immunité acquise par le phénomène de mémoire 

immunitaire. Alors que la première répond de manière assez similaire au cours des contacts 

successifs avec un microbe, la dernière garde en mémoire des éléments du précédent contact 

avec ce microbe et s’y adapte pour y répondre plus efficacement grâce à un mécanisme ciblé. 

En revanche, les deux types d’immunité ne sont pas indépendants puisque les cellules du 

système inné instruisent les cellules du système spécifique et réciproquement, le système 

acquis utilise les mécanismes de l’immunité innée pour éliminer les agents pathogènes via des 

échanges d’informations qui sont bidirectionnels et constants.  

 

Les premières lignes de défense de l’hôte sont matérialisées par les barrières épithéliales 

constituées de la peau et des muqueuses. Ces dernières sécrètent un liquide visqueux, le 

mucus, qui protège l’épithélium sous –jacent et favorise l’élimination des micro-organismes 

grâce au flux permanent créé par le battement des cils vibratiles pour l’arbre bronchique par 

exemple. La déficience dans la production de mucus ou l’inhibition du mouvement ciliaire 

(ex. mucoviscidose) est à l’origine d’une augmentation de la prolifération bactérienne sur la 

surface épithéliale. Par ailleurs, l’efficacité protectrice de ce flux peut être complétée par 

l’activité des cellules spécialisées et des molécules bactéricides naturellement sécrétées par les 

épithéliums (Figure I-2). Ces derniers sont formés d’une ou plusieurs couches de cellules 

épithéliales jointives et solidaires les unes des autres grâce à des jonctions serrées et des 

jonctions adhérentes [9]. Les épithéliums représentent des barrières physiques, chimiques par 

la production de substances bactéricides et bactériostatiques [10,11] et enfin biologiques par 

la présence d’une flore commensale à leur surface [11], qui délimitent l’environnement 

extérieur et le milieu intérieur, limitant au maximum la pénétration des microbes dans 

l’organisme. 
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Figure I-2: Les épithéliums et leurs fonctions dans l’immunité innée [8]. 

 

Lorsque les micro-organismes parviennent à passer à travers un épithélium, notamment à la 

suite d’une lésion, ils sont confrontés à la présence des phagocytes (macrophages, cellules 

dendritiques et granulocytes), des protéines plasmatiques comme le complément, et par les 

cellules tueuses ou cellules NK (Natural Killer) qui sont des lymphocytes spécialisés dans la 

veille immunitaire (Figure I-1). A noter que l’ensemble de ces composants de l’immunité 

innée sont peu capables de détecter des éléments étrangers non infectieux.  

 

L’immunité adaptative dispose quant à elle de son propre arsenal défensif, les lymphocytes, 

seules populations cellulaires à porter des récepteurs spécifiques des antigènes. Les 

différentes catégories lymphocytaires se distinguent par leurs molécules de surface et 

remplissent des fonctions complexes et complémentaires, essentielles à l’élimination des 

agents pathogènes. Les lymphocytes B qui proviennent de la moelle osseuse sont spécialisés 

dans la production d’anticorps (immunité humorale) tandis que les lymphocytes T provenant 

du thymus (immunité cellulaire) sont en charge de réguler l’activité effectrice des phagocytes 

et/ou celles des autres lymphocytes par l’intermédiaire de médiateurs plasmatiques appelés 

cytokines (fonction des lymphocytes T auxiliaires) et peuvent éliminer les cellules qui servent 

de réservoir à l’infection (fonction des lymphocytes T cytotoxiques ou CTL).  
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Le système immunitaire est formé de différentes populations cellulaires dont la morphologie 

et les fonctions sont détaillées dans la Figure I-3: 

- Les lymphocytes ayant pour rôle la reconnaissance spécifique des antigènes, 

- des cellules dont la fonction est d’assurer la capture et la présentation d’antigènes 

microbiens (APC) aux lymphocytes, 

- et de cellules effectrices dont font partie, les macrophages et monocytes, les 

lymphocytes T et les granulocytes (neutrophiles ou PMN et éosinophiles) qui ont pour 

fonction d’éliminer les agents étrangers, incluant les macrophages et monocytes, les 

lymphocytes T. 

L’orchestration des deux types d’immunité et la communication directe ou indirecte des 

différents types cellulaires contribuent à une meilleure protection de l’hôte contre les 

infections d’origine microbienne [12]. 

 
Figure I-3: Les principales cellules de la réponse immunitaire et leurs fonctions [8].  
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I.2 Le macrophage et son rôle dans l’immunité 
I.2.1 Origine, morphologie et distribution tissulaire 
 

Historiquement, les macrophages sont considérés comme les acteurs majeurs de l’immunité 

innée. En effet, leur première caractérisation en tant que cellules effectrices de la réponse 

immunitaire et en particulier de la phagocytose remonte aux années 1890 par le « père de 

l’immunité naturelle », Elie Metchnikoff qui recevra en 1908 le prix Nobel de médecine 

[13,14]. Plus tard, le macrophage sera considéré comme une cellule résidente des organes 

ayant pour fonction la prise en charge et l’élimination des agents pathogènes, contribuant 

ainsi à la première ligne de défense de l’hôte. En 1968, le concept de « système des 

phagocytes mononuclées » (Mononuclear phagocyte system en anglais) présenté en Figure 

I-4, apparait avec le postulat de Ralph van Furth et Zanvil Cohn, qui fait état de différentes 

populations de macrophages provenant pour la plupart de la différenciation des monocytes 

sanguins [15].  

 
Figure I-4: Le système des phagocytes mononuclées [16]. 

Les macrophages primitifs sont d’abord stockés dans les sacs embryonnaires. Au cours du développement fœtal, le 
foie devient le siège de l’hématopoïèse et donc la source de macrophages similaires à ceux présents chez l’adulte, sous 
l’influence des facteurs de croissance présents dans le milieu. A l’âge adulte, les macrophages résidents des différents 
tissus proviennent majoritairement de la différenciation des monocytes dérivés de la moelle osseuse. Lors de la 
libération de ces monocytes (Ly6C+) dans le sang périphérique, ils semblent pouvoir évoluer selon deux phénotypes 
cellulaires exprimant différentiellement Ly6C, d’une part les monocytes dits inflammatoires Ly6C+ et d’autre part les 
monocytes dits résidents Ly6C-. HSC: Hematopoietic Stem Cells, GM-CFU: Granulocyte/Macrophage Colony-
Forming Unit, M-CFU: Macrophages-Colony-Forming Unit, G-CFU: Granulocyte Colony-Forming Unit. 
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Ce système comprend plus largement les cellules dendritiques et les cellules progénitrices 

dont les monocytes sont issus. Initialement, les cellules souches hématopoïétiques se 

différencient en précurseurs myéloïdes ou lymphoïdes. 

Les précurseurs myéloïdes qui sont communs aux granulocytes et aux monocytes [17], se 

différencient en monocytes sous l’influence du facteur de croissance M-CSF (Macrophage-

Colony Stimulating Factor ou CSF-1). Son récepteur CSF-1R est exprimé communément à la 

surface des monocytes, des cellules dendritiques, des macrophages et des progéniteurs 

myéloïdes [18]. Une fois différenciés, ces monocytes (et granulocytes) pourront quitter la 

moelle osseuse et rejoindre la circulation sanguine. Les monocytes du sang représentent 10% 

des leucocytes circulant chez l’homme et environ 4% chez la souris [18]. Ils forment une 

population hétérogène de cellules présentant une grande variabilité dans l’expression des 

marqueurs de surface [16,18,19]. Deux sous populations de monocytes sanguins semblent se 

distinguer, les monocytes circulants et les monocytes inflammatoires. Les monocytes 

circulants (Ly6Clow) sont impliqués dans la surveillance et migrent en quelques jours vers les 

tissus non-inflammatoires, où ils se différencient en macrophages résidents ou en cellules 

dendritiques [20] (les premiers participant à l’homéostasie tissulaire,  les dernières étant 

impliquées dans la réponse spécifique). A l’inverse, les monocytes inflammatoires présentent 

une durée de vie courte (de quelques heures [20]) et sont rapidement mobilisés dans les sites 

infectieux et inflammatoires où ils participent à l’élimination des agents pathogènes. Chaque 

jour, la moitié des monocytes quitte le compartiment sanguin, ils constituent donc le principal 

réservoir systémique de progéniteurs myéloïdes [19]. 

Depuis les années 2000, la multiplication des preuves décrivant la grande hétérogénéité des 

populations de macrophages [21], associée à la subsistance d’incohérences dans le modèle 

préexistant, poussent les chercheurs à émettre de nouvelles hypothèses quant à l’origine des 

macrophages. En effet, certains ont observé la prolifération de certains macrophages dans les 

tissus [22–24], d’autres mettent en évidence la persistance des macrophages localisés dans les 

tissus [25] ou encore la présence de macrophages dans les sacs embryonnaires de façon 

primitive à l’hématopoïèse, et susceptibles de persister jusqu’à l’âge adulte [21,26,27]. La 

discordance entre ces observations avec le système des phagocytes mononuclés pourrait 

cependant être assimilée à l’existence de cas particuliers. La preuve définitive de la capacité 

de certains macrophages à survivre durant de longues périodes a cependant été établie par 

l’étude de Kanitakis [28] montrant que les cellules de Langerhans (macrophages spécialisés 

de la peau) persistaient pendant plusieurs années chez le receveur après une transplantation. 
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Plus tard, ce fut au tour de l’équipe de Chorro et al [29] de contribuer à la résolution de cette 

question en prouvant que les macrophages sont capables de s’auto-renouveler et de proliférer 

in situ pour remplacer les cellules perdues lors d’une inflammation sévère. Ces résultats, ainsi 

que des observations similaires dans la microglie (encéphale et moelle épinière) [30] permises 

par le développement de techniques innovantes d’imagerie, ont établi la preuve d’une 

prolifération in vivo des macrophages de différents tissus (cavités péritonéale et pleurale, 

poumon, cœur, tissu adipeux et rate) répertoriés dans la revue récente de Davies et Taylor 

[31]. Force est donc de constater que de nombreuses populations de macrophages tissulaires 

peuvent être renouvelées de façon complètement indépendante du compartiment sanguin à 

l’état d’équilibre en dehors d’une inflammation [32]. Parallèlement, dans les conditions 

infectieuses et donc inflammatoires, le recrutement de monocytes semble toujours constituer 

la source majeure de renouvellement de la population résidente de macrophages tissulaires 

[16,33]. Les macrophages se différencient des monocytes par leur morphologie adaptée à 

leurs diverses fonctions. Disséminés dans l’ensemble de l’organisme, les macrophages sont de 

plus grande taille (entre 25 et 50 µm contre 12 à 15 µm pour les monocytes) et sont dotés d’un 

système vacuolaire considérablement plus développé comprenant des éléments spécialisés tels 

que des vésicules d’endocytose, des endosomes, des lysosomes primaires, des phagosomes et 

des phagolysosomes. La Figure I-5 présente des microphotographies électroniques des deux 

types cellulaires ainsi que leurs caractéristiques morphologiques. 

 
Figure I-5: Morphologie et maturation des phagocytes mononucléaires [8]. 

Les phagocytes mononucléaires proviennent de précurseurs constitutifs de la moelle osseuse et présentent différents 
stades. Le stade sanguin est représenté par le monocyte doté de vacuoles et de lysosomes (microphotographies optique 
et électronique). Les cellules se différencient en macrophages spécialisés résidents dans les tissus sains ou peuvent être 

directement activés par les microbes. Ils possèdent alors des vacuoles phagocytaires et de nombreux organites 
cytoplasmiques. 
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Brièvement, les monocytes comme les macrophages possèdent un noyau en position 

excentrique rond ou réniforme. Les monocytes ont un ou deux nucléoles qui disparaissent lors 

de leur différenciation en macrophages. Les deux types cellulaires sont délimités par une 

membrane ondulée qui entoure un cytoplasme volumineux contenant des vacuoles et diverses 

granules azurophiles. Pour quitter le compartiment sanguin, les monocytes doivent adhérer à 

l’endothélium vasculaire via des molécules exprimées à leur surface appelées les adhésines 

(intégrines et sélectines) qui se lient aux molécules de surface des cellules endothéliales. A la 

suite de cette interaction, les monocytes peuvent traverser l’endothélium et atteindre les tissus 

dans lesquels ils peuvent demeurer quelques mois [34].  

Les propriétés fondamentales des macrophages sont leur mobilité, leur capacité de 

phagocytose liée à la fonction de présentation des antigènes et leur pouvoir sécrétoire. Ces 

fonctions sont assurées notamment grâce aux organelles centrales, à l’appareil de Golgi 

juxtaposé au noyau ainsi qu’au réticulum endoplasmique rugueux dispersé dans tout le 

cytoplasme, aux microtubules et microfilaments d’actine très développés permettant leur 

locomotion et la formation de pseudopodes lors de la phagocytose [35]. Le pouvoir sécrétoire 

des macrophages est multiple : fractions du complément, cytokines, facteurs 

hématopoïétiques, radicaux libres, médiateurs lipidiques…  

 

Les macrophages peuvent également être différenciés en fonction de leur état d’activation, 

l’expression de diverses molécules de surface ainsi d’un large panel de gènes leur confèrent 

une spécialisation fonctionnelle selon leur localisation dans les différents tissus de 

l’organisme. La grande hétérogénéité des lignées de macrophages, qui a été décrite à de 

nombreuses reprises dans la littérature, peut de façon logique être expliquée par la 

différenciation des cellules résidentes au sein de microenvironnements particuliers [16,21]. En 

effet, selon la localisation tissulaire, les macrophages résidents portent différentes 

nominations et exercent des fonctions spécifiques (Tableau I-1). Les macrophages sont 

omniprésents dans l’organisme : dans le foie (cellules de Kupffer), les organes et tissus 

lymphoïdes dont la rate, les os (ostéoclastes) et le tissu conjonctif (chondroclastes), les 

poumons (macrophages alvéolaires et interstitiels), la peau (cellules de Langerhans), les reins 

(cellules mésangiales), les cavités séreuses (péritoine : macrophages péritonéaux, plèvre : 

macrophages pleuraux), le tractus gastro-intestinal et uro-génital (cellules de Hofbauer) ainsi 

que le système nerveux central (microglie, astrocystes) [34,36]. 
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Tableau I-1: Diversité et fonctions des macrophages selon leur localisation [17]. 

 
Il est important de noter que les macrophages tissulaires sont également impliqués dans le 

maintien de l’homéostasie tissulaire notamment via l’élimination des cellules sénescentes, 

dans le remodelage et la réparation des tissus lésés à la suite d’une inflammation sévère. Les 

macrophages du foie (cellules de Kupffer) sont impliqués dans l’élimination des débris des 

cellules sanguines (érythrocytes) et hépatiques, les ostéoclastes ont un rôle dans le remodelage 

du tissu osseux. Les macrophages alvéolaires expriment fortement les récepteurs de 

reconnaissance des motifs conservés des microorganismes afin d’éliminer les particules et 

microbes des voies respiratoires. Les nombreux macrophages de la muqueuse intestinale 

présentent des capacités de phagocytose et un pouvoir microbicide particulièrement élevés 

sans pour autant produire plus de cytokines pro-inflammatoires. L’existence de ce type de 

phénotype fonctionnel souligne donc l’importance du microenvironnement sur la 

différenciation des macrophages tissulaires qui est largement influencée par les signaux émis 

(molécules d’adhésion, cytokines, chimiokines, facteurs de croissance) par les cellules 

environnantes et les composés de la matrice extracellulaire. 

De manière générale, la dispersion des monocytes se fait au hasard et de manière continue à 

l’état d’équilibre. Au contraire, en cas d’infection, l’apport de monocytes au site infectieux est 

permis par l’augmentation de l’expression d’adhésines à la surface des cellules endothéliales 

des vaisseaux qui facilitent l’attachement et la pénétration des monocytes dans les tissus [35]. 
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I.2.2 Rôle du macrophage dans l’immunité innée 
 

Aujourd’hui les macrophages ne sont plus associés à la seule notion de macrophages 

« éboueurs » mais sont considérés comme les acteurs majeurs de l’immunité innée. Ils 

remplissent des fonctions fondamentales comme la défense de l’hôte, la réparation, 

l’homéostasie des tissus et la régulation de l’immunité à travers un continuum de phénotypes 

fonctionnels spécifiques. Leur activation peut être causée par les différents médiateurs de 

l’inflammation présents au site infectieux avant l’arrivée des monocytes ou affectant les 

cellules résidentes. A titre d’exemple, des molécules d’adhésion dont l’expression est 

favorisée par l’induction de la réponse inflammatoire, ont la capacité d’activer les monocytes 

récemment recrutés. Comme nous le verrons dans cette section, il existe d’autres médiateurs 

qui influencent l’état d’activation du macrophage. 

I.2.2.1 Reconnaissance des molécules étrangères 
 

Lors d’une infection bactérienne, la première étape de la réponse inflammatoire est toujours 

marquée par la détection des agents pathogènes. Elle est permise par de nombreux récepteurs 

qu’ils soient localisés à la surface, dans le cytoplasme ou à la surface des endosomes. Ceux-ci 

sont capables d’interagir avec des structures moléculaires conservées telles que les acides 

nucléiques ou les composants des parois microbiennes, et d’induire l’activation des voies de 

signalisation du macrophage conduisant à la production de cytokines, de chimiokines et de 

médiateurs nécessaires à la réponse inflammatoire. L’initiation de fonctions effectrices 

adaptées et donc la coordination des réponses innée et adaptative, requierent une interaction 

récepteur/agent pathogène finement régulée. De cette première étape cruciale dépend donc 

l’éradication de l’agent pathogène dans des conditions inflammatoires acceptables pour la 

cellule et l’organisme en limitant la toxicité et les dommages tissulaires associés. 
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I.2.2.1.1 Le système du complément 
 

L’un des premiers mécanismes de défense suite à l’entrée d’un agent pathogène est le système 

du complément. Il est constitué d’un ensemble de protéines solubles présentes dans les fluides 

biologiques ou associées aux membranes qui se lient entre elles et qui favorisent l’élimination 

non spécifique des microorganismes [8]. Il existe plus d’une trentaine de protéines dont la 

plupart sont des enzymes protéolytiques dont l’activation est séquentielle (cascade 

enzymatique) et qui permettent in fine l’activation du complément selon trois voies majeures 

(Figure I-6).  

La voie classique est activée suite à la reconnaissance d’un complexe antigène-anticorps ce 

qui en fait un composant de l’immunité adaptative. La voie alterne est déclenchée par 

l’interaction directe des protéines du complément activées avec le microbe, ce qui en fait une 

composante de l’immunité innée. Enfin la voie des lectines, appartenant également à 

l’immunité innée, est induite lors de la reconnaissance d’un résidu mannose présent à la 

surface de certains micro-organismes par une lectine plasmatique, le MBL (Mannan Binding 

Lectin) [37,38]. 
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Figure I-6: Le système du complément et son activation [8]. 

L’activation du système du complément peut être déclenchée par trois voies distinctes conduisant toutes à la 
production de C3b lors des étapes précoces. Cette protéine conduit aux étapes tardives de l’activation du complément 
qui aboutissent à la production de nombreux peptides et à la polymérisation de C9, le « complexe d’attaque 
membranaire » (CAM) qui crée des pores dans la membrane plasmique des bactéries (GRAM-) et provoque leur mort 
par choc osmotique. 

La protéine plasmatique C3 est un composant central de la voie du complément. Elle est 

clivée par les enzymes initialement produites dans les étapes précoces, et son fragment 

protéolytique principal, C3b se lie à l’agent pathogène de façon covalente et active en aval les 

protéines du complément fixées à la surface des microbes. Les trois voies d’activation du 

complément diffèrent quant à leur phase initiale mais elles partagent la même phase tardive et 

stimulent les mêmes fonctions effectrices. Les différents facteurs effecteurs du complément 

sont impliqués dans la défense de l’hôte à trois niveaux différents. C3b et C5b qui recouvrent 

la surface des micro-organismes agissent comme des opsonines favorisant leur prise en charge 

et donc l’élimination par les phagocytes. 
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C5b induit le recrutement des composants du complexe d’attaque membranaire (CAM) qui 

s’insère dans la membrane cellulaire bactérienne et perturbe ainsi la perméabilité 

membranaire ce qui provoque la lyse de la cellule par un choc osmotique ou par apoptose. Il 

est intéressant de noter que le CAM n’a aucune action sur les bactéries Gram-positive en 

raison de leur paroi épaisse riche en peptidoglycanes [39]. Les facteurs C3a et C5a favorisent 

le recrutement chimiotactique des phagocytes sur le site d’activation du complément et 

stimulent la production de composés oxygénés toxiques. Ils jouent donc un rôle primordial 

dans l’inflammation. 

Les macrophages reconnaissent les molécules du complément grâce à des récepteurs 

spécifiques impliqués dans la phagocytose : les récepteurs CR1 (Complement Receptor 1) 

(CD35), CR3 (Mac-1, CD11b/CD18) et CR4 (CD11c/CD18) [40]. De même, les microbes 

recouverts de complément dits opsonisés, sont reconnus par les phagocytes via ces récepteurs. 

Le système du complément participe donc à l’opsonisation, à la réponse inflammatoire, à la 

destruction des agents pathogènes, mais également aux fonctions de réparation et le retour à 

l’homéostasie (Figure I-7) [37,38,41]. 

 

 

Figure I-7: Le réseau du système du complément et son implication dans les processus cellulaires [41]. 

Induit directement par des particules étrangères ou des cellules altérées, la plupart des mécanismes associés à la 
défense et à l’homéostasie de l’hôte sont initiés par le système du complément ; celui-ci agissant comme un médiateur 
important des processus physiologiques et patho-physiologiques. DAMP, damage associated molecular patterns; 
PAMP, pathogen-associated molecular pattern; PMN, polymorphonuclear cells; TLR, Toll-like receptor. 
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I.2.2.1.2 Les PRR (Pattern Recognition Receptors) 
 

L’initiation de la réponse immunitaire innée repose sur la reconnaissance des agents 

pathogènes qui expriment spécifiquement des motifs moléculaires conservés, nommés 

PAMPs ou MAMPS (Pathogen/Microbial Associated Molecular Patterns) [12,42]. Les 

PAMPs, présents chez les micro-organismes correspondent par exemple aux acides 

nucléiques, aux lipopolysaccharides (LPS) présents dans la paroi des bactéries Gram-

négatives, à l’acide lipotéichoïque (LTA) ou aux peptidoglycanes contenus dans la paroi des 

bactéries Gram positives, ou encore aux glucanes et mannanes associés aux parois de 

champignons. Les PAMPs sont reconnus par les phagocytes grâce un ensemble de récepteurs, 

les PRRs (pour Pattern Recognition Receptors). Les PRRs sont communément exprimés par 

les phagocytes et les cellules dendritiques, mais également par de nombreux types cellulaires 

comme les lymphocytes, les cellules épithéliales ou endothéliales. En plus des PAMPs, les 

PRRs peuvent également reconnaitre diverses molécules endogènes qui sont autant de signaux 

d’alerte lors de dommages cellulaires tels que les alarmines sécrétées par la lyse des cellules 

infectées ou par les leucocytes des épithéliums ainsi stimulés [43,44]. Les alarmines associées 

aux PAMPs constituent les DAMPs (Damaged Associated Molecular Patterns) et jouent un 

rôle important dans l’induction de la réponse inflammatoire, la survie et l’homéostasie de 

l’hôte notamment grâce à leurs propriétés chimiotactiques et antimicrobiennes. Le Tableau I-2 

présente une liste non exhaustive des alarmines et leurs fonctions. 

 

Tableau I-2: Les principales alarmines et leurs propriétés fonctionnelles [43]. 

La présence d’un point indique que le critère est rempli, son absence indique que la donnée n’est pas connue. a Le 
résultat positif signifie que la molécule est produite par les cellules nécrotiques mais pas par les cellules apoptotiques. 
1. A faible concentration, S100B est neurotrophe mais pro-apoptotique à forte concentration. 2. Neurotrophe. 3. 
Libéré par les neutrophiles lors de la dégranulation. 
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Les PRRs regroupent plusieurs familles de récepteurs, notamment les récepteurs Toll-like 

(TLRs), les Lectines de type C (CLRs), les récepteurs NOD-like (Nucleotide Oligomerization 

Domain-like receptors ou NLRs) et les récepteurs scavenger (SR) [44].  

Les récepteurs TLRs sont les premiers PRRs à avoir été identifiés. Initialement mis en 

évidence chez la drosophile, le TLR4 fut d’abord décrit comme le récepteur essentiel du 

développement dorso-ventral de l’embryon avant d’être identifié comme inducteur de gènes 

impliqués dans la réponse inflammatoire [45–47], la déficience de TLR4 étant liée à l’absence 

de réponse au LPS [48]. Les TLRs constituent actuellement le groupe de PRRs le mieux 

caractérisé et sont capables de reconnaitre un large panel de PAMPs [12,44,49]. Ils 

appartiennent à une grande famille de 10 récepteurs dans l’espèce humaine de TLR1 à 

TLR10, et 12 récepteurs de TLR1 à TLR13 chez la souris, le TLR10 étant un pseudo-gène 

[44,50]. Les TLRs sont spécifiques des agents microbiens et peuvent distinguer les PAMPs 

dérivés de virus, de bactéries, de parasites, de mycobactéries ou encore de champignons 

(Tableau I-3).  

 

 

Tableau I-3: La détection des PAMPs par les TLRs et autres PRRs [44]. 
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Certains TLRs sont exprimés à la surface des cellules sur la membrane cytoplasmique, et sont 

spécialisés dans la reconnaissance des composés des parois microbiennes (TLR1, TLR2, 

TLR4, TLR5, TLR6 et probablement TLR11 et TLR12 murins, et TLR10 humain) alors que 

d’autres tels que TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 sont exprimés sur la membrane des vésicules 

intracellulaires et reconnaissent les acides nucléiques [42,49,51–53]. Plus particulièrement, 

TLR1, TLR2 et TLR6 se lient aux lipoprotéines, TLR4 aux lipopolysaccharides (LPS) 

bactériens (endotoxines), TLR5 à la flagelline alors que TLR3 reconnait les ARN double-

brins (ds), TLR7 et TLR8 les ARN simple-brin (ss) et TLR9 l’ADN contenant des motifs 

CpG (Tableau I-3) [49]. Récemment il a été montré que TLR11, fonctionnellement similaire à 

TLR5 mais exprimé à la surface des cellules, était également présent dans les compartiments 

cellulaires [50]. Chez la souris, on considère que TLR13 est également exprimé dans les 

endosomes, bien que son ligand n’ait pas encore été formellement identifié [52].  

Les vésicules intracellulaires des macrophages et des autres cellules immunitaires sur 

lesquelles les TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 sont exprimés, sont constituées du réticulum 

endoplasmique, des endosomes, des lysosomes et endolysosomes [52]. Ces TLRs 

intracellulaires, qui reconnaissent spécifiquement les acides nucléiques requièrent 

l’internalisation préalable des virus et autres agents pathogènes. En revanche, les acides 

nucléiques présents dans l’environnement extérieur de la cellule sont rapidement détruits et 

éliminés par des nucléases de façon indépendante des TLRs et sans pénétrer dans ces 

vésicules. Ainsi la localisation intracellulaire de ces TLRs relève d’une importance capitale 

dans la discrimination et l’évitement des acides nucléiques de l’hôte, dont la reconnaissance 

serait à l’origine de l’initiation de processus auto-immuns [42]. 

Les TLRs forment principalement des homodimères mais aussi quelques hétérodimères. Par 

exemple, TLR2 est capable de s’associer avec TLR1 ou TLR6 et de reconnaitre ainsi une plus 

grande diversité de molécules [54].  

Le rôle des TLRs dans la reconnaissance des alarmines a été mis en évidence plus récemment 

avec notamment l’interaction de TLR2 et TLR4, avec HMGB1, S100 ou HSP70 [49,55,56] ou 

encore celle de TLR9 avec HMGB1 [57,58]. 

Les TLRs sont des molécules transmembranaires de type I qui possèdent un domaine 

extracellulaire de reconnaissance des PAMPs, constitué de nombreux motifs riches en 

leucines (LRR), un domaine transmembranaire et un domaine de transduction du signal intra-

cytoplasmique (TIR, Toll-IL-1 Receptor), qui active les voies de signalisation en aval [50,59].  
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A l’issue de la liaison avec les PAMPs correspondants, les TLRs recrutent une ou plusieurs 

molécules adaptatrices spécifiques qui vont engendrer un signal intracellulaire incluant des 

voies de phosphorylation, d’ubiquitinylation ou d’interactions protéine-protéine (Figure I-8).  

Tous les TLRs, à l’exception de TLR3 activent des voies de signalisation impliquant MyD88 

(Myeloïd Differentiation Factor 88) en association avec TIRAP (TIR-domain containing 

Adaptor Protein ou MAL) et IRAK (IL-1 Receptor-Associated Kinase), aboutissant à 

l’activation des facteurs de transcription NFκB (Nuclear Factor-κB, après translocation de IκB 

du cytoplasme vers le noyau) et AP-1 (Activator Protein-1), et des MAP kinases (Mitogen-

Activated Protein) [50,52,59–61]. Cette cascade aboutit à la production de cytokines pro-

inflammatoires telles que TNFα (Tumor Necrosis Factor α), IL-6 ou IL-1β (Interleukine-6 ou 

-1β).  

Cependant, TLR3 et TLR4 utilisent une voie de signalisation qui est indépendante de MyD88, 

et qui repose sur le recrutement de la protéine adaptatrice TRIF (TIR-domain-containing 

adaptor protein inducing interferon-β ou TICAM-1) qui induit la translocation d’IRF3 (IFN-

Regulatory Factor 3) vers le noyau. Cette voie est responsable de la production d’IFN 

(Interféron) de type 1 qui peut bloquer la réplication virale [62]. L’activation de cette voie 

alternative a été montrée grâce à des souris déficientes pour MyD88, chez lesquelles la 

stimulation via les récepteurs TLR3 et TLR4 ne modifie pas la production d’IFN-β [63].  

TLR4 est le seul TLR qui recrute quatre protéines adaptatrices en activant deux voies de 

signalisation distinctes : MyD88-dépendante et TRIF-dépendante, avec des cinétiques 

différentes [50]. TLR4 recrute MyD88, TIRAP et IRAK (puis TRAF6) conduisant à 

l’activation précoce de NFκB et des MAP kinases. TLR4 subit ensuite une endocytose et 

forme un complexe avec TRAM (TICAM-2) et TRIF à la surface d’une vésicule 

intracellulaire qui induit la phosphorylation d’IRF3 (par TRAF3), qui est responsable de la 

synthèse d’IFN-β [64]. TRAM-TRIF recrute également TRAF6 déclenchant une activation 

tardive de NFκB et des MAP kinases [65,66]. 

 

La réponse inflammatoire induite par les TLRs varie donc selon le type de TLRs engagé et les 

molécules adaptatrices recrutées (Figure I-8). Par exemple, les lipoprotéines bactériennes 

reconnues par TLR2 sont à l’origine de la production de TNFα via NFκB par le macrophage 

[47] alors que la liaison LPS/TLR4 active à la fois NFκB et IRF3 entrainant la production 

d’IFN-β [63,67]. 
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Figure I-8: Les voies de signalisation des TLRs [50]. 

L’engagement des TLRs induit des voies d’activation distinctes ou similaires dans un nombre varié de types 
cellulaires tels que les macrophages (MP), les cellules dendritiques conventionnelles (cDC), les DC plasmacytoïdes 
(pDC), les DC de la lamina propria (LPDC) ainsi que dans les monocytes inflammatoires (iMO). La reconnaisance des 
PAMPs engendre des changement conformationnels des TLRs qui favorisent des interactions d’homodimérisation ou 
d’hétérodimérisation des récepteurs puis le recrutement de protéines adaptatrices spécifiques telles que MyD88, 
TIRAP, TRIF ou encore TRAM. La cascade de signalisatio induite permet la translocation nucléaire d’un ou 
plusieurs facteurs de transcription selon différentes cinétiques, responsable de la production de cytokines 
inflammatoires ou d’IFN de type I. La réponse inflammatoire déclenchée par liaison TLRs/PAMPs dépend de chaque 
TLR engagé. 

Un agent pathogène est généralement composé d’une multitude de PAMPs, qui peuvent 

activer plusieurs PRRs de manière simultanée. De plus, un même PRR peut reconnaitre 

plusieurs PAMPs. Il existe donc une forte redondance de ce système de reconnaissance. Il 

n’est donc pas surprenant que dans une approche globale, il existe des collaborations entre les 

différents TLRs mais aussi entre les TLRs et d’autres PRRs [60]. Les TLRs, en concert ou 

non avec les autres PRRs orchestrent à la fois des réponses spécifiques contre les agents 

pathogènes et des réponses spécifiques de chaque type cellulaire en fonction du répertoire de 

PRRs exprimés [50,61].  
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La collaboration entre différents récepteurs permet de diminuer la probabilité que la 

reconnaissance d’un agent échappe au système immunitaire comme par exemple à la suite 

d’une stratégie d’évasion parmi celles développées par les agents pathogènes, afin de 

contourner la variabilité génétique de l’hôte ; elle permet également d’établir une réponse 

adaptée au type pathogène rencontré [61]. Par exemple, TLR4 et TLR7 collaborent pour 

induire la production d’IL-12p70 alors qu’aucun de ces récepteurs stimulés seuls n’est 

capables d’activer cette production (Figure I-9) [68]. Les cellules dendritiques ainsi activées, 

favorisent le développement d’une réponse T-helper-1 (Th1) plus marquée que celle permise 

par chacun des TLRs pris isolément. Cette synergie concerne également d’autres cytokines 

telles que IL-23, IL-10, IL-6, TNFα, IL-1β ou encore COX2 (Cyclooxygenase-2). Des 

observations similaires ont montré l’efficacité de la collaboration TLR3/TLR7 qui favorise la 

différenciation des lymphocytes T cytotoxiques par les cellules dendritiques [69]. Des effets 

synergiques ont également été mis en évidence suite à la co-activation de TLR2 et TLR4, 

notamment sur la production de TNFα, d’IL-6 ou de MIP-1α (Macrophage Inflammatory 

Protein 1α) [70–72].  

 

Si dans la plupart des cas, la collaboration de plusieurs TLRs amplifie la réponse 

inflammatoire, il existe un phénomène de tolérance lorsque que la réponse inflammatoire est 

excessive. On parle d’homotolérance lorsque la réponse suite à la stimulation d’un TLR avec 

un ligand donné, qui conduit à la production de cytokine(s), est diminuée à la suite d’une 

première stimulation avec le même ligand. L’hétérotolérance repose sur le même principe 

excepté que la seconde stimulation est opérée avec un ligand de nature différente du premier 

utilisé [60,73]. Par exemple, la co-activation de TLR3/TLR2 entraine une baisse de la 

production de CXCL10 et d’IL-12p35 [74]. 
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Figure I-9: La collaboration entre les différents TLRs [61]. 

Alors que tous les TLRs stimulent la production de cytokines et de chimiokines inflammatoires via l’activation de 
NFκB, ils utilisent différentes protéines adaptatrices ce qui permet de promouvoir diverses réponses inflammatoires. 
La combinaison spécifique des TLRs (i.e. TLR4 + TLR7) favorise la production de cytokines (IL-12p70) alors que la 
stimulation individuelle de chaque récepteur n’induit que faiblement sa synthèse. 

 

Les Lectines de type C (CLRs) sont une famille de plus de 1000 récepteurs solubles ou 

transmembranaires divisés en 17 groupes selon leur phylogénie et leur structure, possédant un 

ou plusieurs domaines lectine de type-C (CTLDs) caractéristiques [75]. Présents à la surface 

des cellules, les CLRs participent comme les TLRs à la reconnaissance directe et indirecte des 

composés microbiens [76]. En revanche, les CLRs (et certains TLRs) et leurs voies de 

signalisation sont essentiels à l’immunité antifongique [77,78]. Bien qu’initialement décrits 

comme ayant une activité calcium-dépendante, tous les membres de cette superfamille des 

CLRs ne nécessitent pas de calcium ni même de ligand poly-osidique pour fonctionner [78]. 

Différents CLRs extracellulaires et transmembranaires incluant le récepteur mannose (MR, 

MRC1 ou CD206), Dectin-1 (CLEC7A ou CD369), Dectin-2 (CLEC6A ou CLECSF10), DC-

SIGN (Dendritic cell specific ICAM-3-grabbing non integrin ou CD209 ou SIGNR1 et 

SIGNR3, leurs homologues murins) ainsi que les collectines (MBL pour Mannose-binding 

lectin, SP-A pour surfactant protein A et SP-D pour surfactant protein D), représentés dans la 

Figure I-10, sont impliqués dans la reconnaissance d’un large panel de poly-osides d’origine 

fongique issus de nombreuses espèces causant des maladies chez l’homme (Tableau I-3). 
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Figure I-10: Représentation structurale des CLRs [78]. 

La structure de Dectin-1, DC-SIGN, Mannose receptor, SP-D, MBL, SP-A, Dectin-2 et Fcγ est présentée sans échelle. 
MBL, SP-A et SP-D sont exprimés sous forme d’homo-oligomères. C, C terminal ; N, NH2 terminal ; Y, ITAM 
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif). 

 

Malgré la présence d’un domaine très conservé, les 1000 membres de la famille des CLRs 

sont fonctionnellement très diversifiés et sont impliqués dans l’immunité innée mais aussi de 

nombreux processus biologiques tels que l’adhésion cellulaire, la modélisation et la réparation 

tissulaire, l’activation plaquettaire et celle du complément, l’endocytose et la phagocytose, la 

régulation des cellules NK et l’homéostasie [75,78–80]. Cette grande variabilité fonctionnelle 

repose probablement sur la capacité des CLRs à reconnaitre aussi bien des ligands exogènes 

qu’endogènes, à l’origine de nombreuses interrogations quant à l’évolution de ces récepteurs 

[81].  

Les récepteurs Mannose (MR) et Dectin-1 sont particulièrement impliqués dans la défense 

antifongique. Les mécanismes d’action en aval de ces récepteurs seront plus largement 

abordés dans la section Interaction spécifique des BG et autres composants de la paroi de 

levure avec le macrophage.  
Brièvement, Dectin-1 possède un seul domaine lectin-like de type C en position 

extracellulaire qui permet la reconnaissance des résidus osidiques (CTLD) et reconnait 

essentiellement les β(1,3)-glucanes présents dans les parois cellulaires des plantes, des 

champignons, des bactéries et des levures comme Candida albicans [82].  
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Son domaine cytoplasmique contient un motif de type ITAM (ITAM-like motif ou hem-

ITAM pour immunoreceptor tyrosine-based activation) qui est capable d’induire un signal 

médié par Syk et CARD9 (Spleen tyrosine kinase et CAspase Recruitment Domain 9) [76,83] 

(Figure I-11). L’engagement de Dectin-1 par C. albicans ou le Zymosan extrait de 

Saccharomyces cerevisiae (Sc) déclenche une multitude de réponses qui incluent la 

maturation des DC, la phagocytose, l’explosion respiratoire (ou « burst oxydatif ») et la 

production de cytokines pro- et anti-inflammatoires (TNFα, IL6, IL-23, CXCL2 et IL-10). 

Dans les macrophages, il semblerait que la capacité de Dectin-1 à produire ce genre de 

réponse requiert la co-stimulation par un des TLRs [84]. 

Le MR est caractérisé par la présence de huit CTLD qui reconnaissent les résidus mannose, 

fucose et Nacétylglucosamide [85]. Etant donné sa complexité, il n’est pas surprenant que le 

MR conduise à une grande variété de réponses cellulaires. Il est capable de favoriser la 

reconnaissance de certains agents pathogènes en liant les antigènes mannosylés, tout comme 

d’induire des processus homéostatiques comme par exemple la clairance de composés 

endogènes ou l’adhésion cellulaire. En effet, en réponse à Pneumocystis et Cryptococcus 

neoformans, MR active NFκB et la production de cytokines inflammatoires telles que GM-

CSF, IL-12, IL-6, ou IL1β alors qu’il peut également inhiber la synthèse de TNFα en réponse 

à Pneumocystis [86]. MR peut ainsi être à l’origine de signaux opposés mais ne semble pas 

jouer un rôle prépondérant dans la résistance aux infections fongiques [85]. 

 

Figure I-11: Les CLRs transmembranaires et leurs voies de signalisation intracellulaires [77].  
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Les récepteurs NOD-like (NLRs) regroupent principalement 2 sous-familles de récepteurs 

présents dans le cytoplasme : les récepteurs NOD (Nucleotide-binding Oligomerization 

Domain) et les récepteurs NLRP ou NALP (NLRP : NOD, leucine rich repeat and pyrin 

domain containing ; NALP : NACHT, LRR and PYD domains-containing protein), capables 

de reconnaitre des PAMPS intracellulaires [87]. A ce jour, 32 membres de cette famille sont 

répertoriés chez l’homme et au minimum 33 chez la souris. Bien que majoritairement 

exprimés dans les cellules immunitaires, les NLR sont également présents dans les cellules 

non immunitaires notamment les cellules épithéliales et les cellules mésothéliales. Les NLRs 

sont caractérisés par leurs trois domaines :  

- un domaine N-terminal d’interaction protéine-protéine qui peut être un domaine de 

recrutement caspase (CARD : Caspase Recruitment Domain) pour les protéines NODs ou un 

domaine de liaison à la pyrine (PYD : Pyrine Domain) pour les NLRPs, 

- un domaine central NACHT nécessaire à l’oligomérisation 

- et un domaine C-terminal LRR riche en leucine, comme pour les TLRs, capable de 

reconnaitre les ligands microbiens ou les alarmines. 

Bien que présentant une forte homologie de séquence, les NLRPs se distinguent par leur 

signal de transduction qui active soit la voie NFκB (pour les récepteurs NODs) soit la 

caspase-1, l’enzyme de maturation de l’IL-1β (pour les récepteurs NLRPs). Parmi les 

récepteurs NODs, NOD1 et NOD2 furent découverts les premiers et sont donc les NLRs les 

mieux décrits. Alors que NOD1 est exprimé quasi-universellement, l’expression de NOD2 

reste réservée à certains types cellulaires, notamment les macrophages [88], les cellules 

dendritiques [89], les kératinocytes et les cellules épithéliales de l’intestin. NOD1 et NOD2 

sont activés par certains résidus de la dégradation des peptidoglycanes provenant des bactéries 

Gram-positives et -négatives, dont le MDP (muramyl dipeptide) reconnu comme le ligand 

spécifique de NOD2 [42,90]. NLPR3, également appelé NALP3 est le récepteur le plus décrit 

de la famille des NALPs. La maturation de la pro-IL-1β cytoplasmique et inactive, synthétisée 

en réponse aux signaux TLR requiert la formation d’un complexe protéique appelé 

inflammasome, identifié en 2002 [91]. Ce complexe formé de la pro-caspase-1 (forme 

inactive de la caspase-1), de NLRP3 (ou NLRP1) et de la protéine ASC (Apoptosis associated 

Speck-like protein containing a CARD) est responsable de la maturation de la caspase-1, 
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impliquée dans le clivage de la pro-IL-1β (et de la pro-IL-18) et donc dans la sécrétion de la 

forme active de ces cytokines [92]. 

Bien que le MDP per se soit relativement peu activateur de la production de cytokines par le 

macrophage, il s’avère que cette molécule amplifie significativement la production de 

cytokine médiée par le LPS, de façon dépendante de CARD9, et en raison de l’activation de 

NFκB [93] (Figure I-12).  

Cette réponse synergique entre NOD2 et TLR4 a été bien montrée pour la synthèse protéique 

de TNFα, IL-6 et IL-12. L’amplification du signal NOD/TLR ne concerne pas seulement 

TLR4 mais peut être étendue à d’autres TLRs, et notamment à TLR2 et TLR3. En effet, 

plusieurs études utilisant des monocytes humains, ont mis en évidence les effets synergiques 

de NOD1 avec TLR2, 6, 5, 7/8 pour la production de TNFα, IL-6, IL-10, GM-CSF [94], et 

NOD2 avec TLR2 et TLR3 pour l’induction de TNFα, IL-10 et IL-1β [95]. 

 

Figure I-12: La collaboration NOD/TLRs [61]. 

Tout comme les TLRs, les protéines NODs activent la production de cytokines/chimiokines pro-inflammatoires grâce 
à l’activation de NFκB et suite à l’activation de RIP2 (ou RICK). La co-activation TLR/NOD induit une production de 
cytokine et de chimiokine plus intense que celle permise par l’activation d’un seul récepteur. NOD2 active les MAPKs 
grâce à l’interaction avec CARD9, nécessaire à l’induction d’une sécrétion cytokinique efficiente médiée par NOD2. 
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Les récepteurs Scavenger (SRs) dits ‘éboueurs‘ sont divisés en deux classes, les SRs de classe 

A (SR-A) et les SRs de classe B dont SR-B1 et CD36. Les récepteurs SR-A et CD36 sont 

impliqués dans la reconnaissance et la phagocytose des bactéries via les PAMPs (LTA, LPS, 

ADN CpG) mais sont également capables de se lier aux cellules apoptotiques exprimant des 

phosphatidylsérines et les lipoprotéines de faible densité oxydées ou oxLDL [96,97], 

contribuant ainsi à l’homéostasie des lipoprotéines. Par ailleurs, ils jouent un rôle dans la 

régulation de l’inflammation afin d’éviter des dommages excessifs causés par la mise en place 

d’une réponse protectrice inappropriée [98].  

Grâce à l’expression d’une large gamme de récepteurs capables de reconnaître des motifs 

répétés mais divers, l’intrusion d’agents pathogènes est directement repérée par les cellules de 

l’immunité innée. L’induction d’une réponse inflammatoire de nature et d’intensité variable 

permet donc une élimination rapide et efficace des micro-organismes. 

I.2.2.1.3 Les adhésines 
 

Les macrophages expriment à leur surface certaines molécules leur permettant d’adhérer aux 

cellules situées dans leur environnement direct et également à la matrice extracellulaire. 

Regroupées sous le nom générique d’adhésines, les sélectines et intégrines sont porteuses de 

fonctions spécifiques. On peut trouver les L- et P-sélectines à la surface des 

monocytes/macrophages et les E-sélectines à la surface des cellules endothéliales activées. 

Les sélectines ont la particularité de lier des motifs glucidiques sur leurs récepteurs. Le 

caractère transitoire de la liaison des L, P et E-sélectines et de leurs récepteurs glucidiques 

permet aux monocytes et aux neutrophiles de la circulation sanguine d’être ralentis dans le 

flux vasculaire, de rouler sur les surfaces endothéliales et de pénétrer dans les tissus par 

diapédèse en cas d’infection [8,99]. Un mécanisme plus détaillé sera proposé dans la section 
Recrutement leucocytaire de cette revue bibliographique. 

Les intégrines, quant à elles, autorisent une liaison de plus grande affinité des 

monocytes/macrophages avec la matrice extracellulaire et d’autres cellules incluant les 

cellules endothéliales sous l’effet des chimiokines. Elles « intègrent » les signaux extrinsèques 

et les traduisent en modifiant le cytosquelette. Parmi ces intégrines, on peut retrouver LFA-1 

(Lymphocytes Function-associated Antigen 1), CR3 et VLA-4. Les deux premières ont pour 

ligands le fibrinogène et ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule-1) alors que la dernière 

se lie à la fibronectine et à VCAM-1(Vascular Adhesion Molecule-1).  
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Les molécules de type CAM sont exprimées à la surface des cellules endothéliales et 

permettent la migration des monocytes dans les tissus après modification de leur état 

d’affinité et le ralentissement de leur flux par les sélectines. Notons qu’ICAM-1 est également 

exprimé à la surface des macrophages et des lymphocytes, leur permettant d’assurer une 

liaison stable lors de la reconnaissance antigénique [8,100]. Nous reviendrons également plus 

tard sur ce point (Cf. section Recrutement leucocytaire). 

I.2.2.1.4 Les autres molécules de surface 
 

Les macrophages arborent également d’autres groupes de récepteurs à leur surface, qui sont 

impliqués dans diverses fonctions. On trouve les récepteurs des différentes cytokines (IL-2, -

3, -4, -6, TNF et les IFN-α, -β, -γ) et facteurs de croissance (GM-CSF, M-CSF, G-CSF), qui 

sont respectivement indispensables à la différenciation et à la modulation de l’état 

d’activation de la cellule [35].  

En parallèle, les monocytes/macrophages expriment les récepteurs CCR, CXCR et CX3CR 

des différentes catégories de chimiokines, cytokines chimio-attractantes produites par 

l’ensemble des leucocytes, les cellules endothéliales, les cellules épithéliales et les 

kératinocytes. Comme nous le verrons plus tard, les chimiokines favorisent la mobilisation et 

le recrutement des monocytes (et des neutrophiles) sur les sites infectieux [101].  

En tant que cellules présentatrices d’antigènes aux lymphocytes T, les macrophages 

expriment les molécules des complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH) de type I et II, 

portant des peptides endogènes ou exogènes. Ces peptides sont présentés aux lymphocytes T 

qui reconnaissent de façon spécifique ces fragments antigéniques dans le contexte du soi et 

génèrent en conséquence une réponse immunitaire spécifique. Le CMH de classe I est 

reconnu par les lymphocytes T cytotoxiques avec la participation de CD8, alors que le CMH 

de classe II est reconnu par les lymphocytes T auxiliaires en interaction avec CD4 [102]. Les 

co-récepteurs CD4 et CD8 augmentent l’affinité de la reconnaissance du complexe 

peptide/CMH I ou II par les récepteurs T. 

Enfin, nous terminerons cette liste non exhaustive par le groupe des récepteurs de la fraction 

constante Fcγ (FcγRIA, IIA, IIB, IIIA) et FcεRIIb subdivisés en deux catégories pour les deux 

types d’immunoglobulines IgG et IgE [103,104]. Ces récepteurs sont responsables de la 

fixation et de la phagocytose qui s’ensuit de l’opsonisation des particules microbiennes 

(fixation d’anticorps). 
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Notons que seul FcγRIIB n’induit pas la phagocytose mais participe à la signalisation 

intracellulaire. 

I.2.2.2 Phagocytose 
I.2.2.2.1 Définition et rôle 
 

La phagocytose est le processus par lequel les macrophages, les cellules dendritiques et autres 

phagocytes myéloïdes internalisent diverses cibles particulaires ; c’est un mécanisme clé de 

l’immunité innée. Cette fonction permet l’élimination de particules dont le diamètre est 

supérieur à 0,5 µm tels que les micro-organismes, les débris cellulaires et les cellules 

tumorales. Ce phénomène dépend de la polymérisation de l’actine. Il est capital pour les 

mécanismes de la défense anti-infectieuse, le remodelage et l’homéostasie tissulaire [105]. 

Bien que la grande majorité des cellules de l’organisme disposent des certaines capacités 

d’internalisation, le processus de phagocytose reste la spécialité des phagocytes 

professionnels : les macrophages, les neutrophiles et les cellules dendritiques. Cependant, en 

plus des macrophages, d’autres cellules comme les cellules épithéliales peuvent prendre en 

charge des corps apoptotiques [106]. Notons que cette forme de phagocytose ne déclenche pas 

d’inflammation, elle s’accompagne uniquement de la production de TGF-β résultant de la 

reconnaissance de résidus phosphatidyl sérine.  

D’autre part, les monocytes sont également dotés de capacités de phagocytose mais elles sont 

largement inférieures à celles du macrophage compte tenu de la différence d’expression des 

récepteurs de surface. Il semblerait également que le processus de phagocytose diffère selon 

le type cellulaire concerné, bien que les neutrophiles et les macrophages/cellules dendritiques 

partagent de nombreuses caractéristiques communes [107]. 

I.2.2.2.2 Voies d’activation et étapes clés 
 

La phagocytose est induite par la reconnaissance d’un antigène associé à la liaison au(x) 

récepteur(s) exprimé(s) à la surface des phagocytes (« tasting ») (Figure I-13). Cette 

reconnaissance peut être médiée (i) directement par l’interaction des PAMPs situés à la 

surface du micro-organisme avec certains PRRs (SRs ou CLRs), ou alors (ii) indirectement 

par l’intermédiaire des opsonines fixées à la surface des agents pathogènes. Les différents 

récepteurs impliqués dans la phagocytose et leurs ligands sont détaillés dans le Tableau I-4.  
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Les opsonines peuvent être des anticorps ou des molécules appartenant au système du 

complément, les premiers étant reconnus par les FcγR et les derniers par les CR (CR1, CR3 

ou CR4). En se fixant aux antigènes, ces molécules favorisent la détection par les cellules 

exprimant ces récepteurs, et ensuite leur internalisation. 

 
Tableau I-4: Les différents récepteurs impliqués dans la phagocytose [105].   

 

Le processus d’internalisation ainsi initié se poursuit par la formation de pseudopodes qui 

englobent la particule, pour ensuite fusionner et constituer le phagosome, résultat de 

l’invagination de la membrane plasmique du phagocyte (« feeling ») et du regroupement des 

récepteurs (« clustering ») (Figure I-13).  

Actuellement, deux scenarii sont évoqués quant à l’étendue de l’interface particule/membrane 

plasmique. Le premier nommé « zipper » repose sur un allongement de part et d’autre de la 

particule, strictement conditionné par la liaison particule/récepteur, alors que le second dit 

« trigger » suppose qu’une seule interaction initiale suffise à la création de la vacuole 

intracellulaire [108].  

L’englobement de la particule conduit à la réorganisation du réseau d’actine en lien avec celle 

de la membrane plasmique des cellules grâce à une cascade de phosphorylation de certaines 

kinases. La fermeture du phagosome est conditionnée par la fusion de vésicules issues 

d’organites cellulaires (réticulum endoplasmique, endosome, lysosome) (« swalloning »). Le 

phagosome va ensuite subir des étapes de maturation (« digesting ») avant d’initier la 

production d’agents antimicrobiens. La fusion des vésicules phagosomales, endosomales puis 

lysosomales est à l’origine de la modification des propriétés physico-chimiques du contenu et 

de la membrane [107].  
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En effet, le contenu de la vésicule contenant le microbe ingéré va être acidifié grâce à 

l’activation des ATPases vacuolaires (V-ATPases) et du complexe NADPH oxydase créant 

ainsi un environnement hostile au microbe (en raison de l’abaissement du pH=5) [109]. De 

façon complémentaire, l’acidification du phagolysosome permet une activité optimale de 

certaines enzymes (protéases et hydrolases acides de type cathepsines) responsables de la 

digestion du micro-organisme [110].  

L’élimination de l’agent pathogène est également favorisée par la production de peptides de 

type défensines augmentant la perméabilité membranaire et d’autres enzymes (lipases, 

glycosidases) [35]. Notons que lors de certaines réactions immunitaires plus marquées, ces 

enzymes microbicides peuvent être libérées dans le milieu extracellulaire et provoquer des 

lésions tissulaires expliquant pourquoi l’inflammation normalement considérée comme 

protectrice, provoque parfois des dommages à l’hôte si elle est trop intense ou non régulée. 

La dernière étape de la phagocytose repose sur l’acheminement et le chargement des peptides 

issus de la dégradation microbienne sur les molécules du CMH II en vue d’une présentation 

des antigènes aux lymphocytes T CD4+ [105].  

 

Figure I-13: Les étapes clé de la phagocytose [105].  
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Au cours de ces différentes étapes résumées dans la Figure I-13, les phagocytes collectent et 

intègrent les signaux et les informations concernant les propriétés physiques et chimiques des 

particules captées. Ces informations sont nécessaires à la mise en place d’une réponse 

immunitaire adaptée à chaque agent. Une étude récente a montré que le macrophage est en 

mesure de distinguer les bactéries vivantes des bactéries mortes par la détection de « vita-

PAMPs » [111]. Lors de la phagocytose de bactéries Escherichia coli vivantes, le processus 

de dégradation de la bactérie vivante libère de l’ARN bactérien qui peut échapper au 

phagolysosome et être reconnu par les récepteurs cytoplasmiques.  

En revanche, comme l’ARN est rapidement dégradé une fois la bactérie tuée, aucune trace 

d’ARN ou des quantités beaucoup plus faibles sont détectées lors de l’internalisation d’agents 

tués. Ainsi, alors que certaines réponses immunitaires telles que la production d’IL-6 s’avère 

commune à la reconnaissance des deux formes de la bactérie, d’autres telles que l’activation 

de l’inflammasome sont exclusivement initiées après internalisation d’une bactérie vivante. Si 

la seule activité phagocytaire suffit à éliminer un micro-organisme mort, le succès de 

l’élimination d’un agent pathogène vivant requiert des actions supplémentaires, et notamment 

la mise en place d’une réponse adaptative spécifique [105].  

La phagocytose, comme d’autres mécanismes, permet donc de détecter le caractère infectieux 

de l’agent et d’adapter la réponse en conséquence. 

Au cours de l’évolution, certains agents pathogènes ont évolué et développé des stratégies de 

résistance aux mécanismes de l’immunité innée [8]. Par exemple, certaines bactéries 

intracellulaires comme Listeria monocytogenes parviennent à s’échapper des vacuoles 

phagocytaires grâce à la sécrétion de protéines, et ainsi à coloniser le cytoplasme des cellules. 

Elles se trouvent ainsi à l’abri des composés microbicides qui acidifient les phagolysosomes. 

Par ailleurs, les parois de certains microbes résistent à l’action des protéines du complément, 

alors que d’autres, comme celles des mycobactéries sont composées de lipides inhibiteurs de 

la fusion des membranes des phagosomes et des lysosomes. Les staphylocoques produisent 

une enzyme capable de dégrader les espèces réactives de l’oxygène agissant dans les 

phagolysosomes lors de l’explosion respiratoire. 
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I.2.2.2.3 L’explosion respiratoire ou « burst oxydatif » 
 

En parallèle des mécanismes d’acidification induits par les enzymes contenues dans le 

lysosome, le processus de phagocytose et en particulier la fusion des lysosomes et des 

phagosomes s’accompagne de l’activation de deux complexes enzymatiques capables de 

générer des molécules dotées d’un pouvoir antimicrobien puissant (Figure I-14). On peut 

distinguer les intermédiaires réactifs de l’oxygène produits suite à l’activation de la NADPH 

oxydase (ROIs, Reactive Oxygen Intermediates) et des intermédiaires réactifs de l’azote 

résultant de l’activation d’iNOS, la NO-synthase inductible.  

La NADPH oxydase existe sous forme latente non fonctionnelle dans les phagocytes non 

activés. En cas d’activation, elle crée un potentiel de membrane qui réduit le dioxygène en 

anion superoxyde (O2
-), substrat pour la génération de puissants oxydants tels que H2O2 

(peroxyde d’hydrogène), OH- (radical hydroxyle) ou HOCl sous l’action des superoxydes 

dismutases et des peroxydases [112]. 

C’est l’explosion respiratoire (« burst oxydatif » ou « hyperactivité oxydative ») qui provoque 

la peroxydation lipidique et l’oxydation des acides nucléiques et des protéines. Selon certains 

auteurs, les capacités oxydatives des monocytes seraient plus grandes que celles des 

macrophages en raison de la baisse du niveau d’expression de la myéloperoxydase au cours 

de la différenciation des monocytes circulants en macrophages résidents [113]. 

Le second complexe enzymatique activé, la NO-synthase inductible ou iNOS est impliquée 

dans la synthèse d’espèces très toxiques comme le monoxyde d’azote (NO-) généré par le 

métabolisme de la L-arginine ou les peroxynitrites (ONO2
-). L’activation des NOS peut être 

constitutive, transitoire et calcium-dépendante (NOS1 neuronale et NOS2 endothéliale) ou 

induite par des signaux cytokiniques (iNOS ou NOS2) via TNFα, IFNγ, IL-2 et IL-8 [114]. 

Son expression peut également être inhibée par d’autres cytokines (TGF-β, IL-13 ou IL-4) ou 

en induisant l’arginase, une enzyme qui entre en compétition avec iNOS pour la L-arginine, 

ou encore en altérant la stabilité de la protéine. L’induction de NOS2 dans les 

monocytes/macrophages est aussi complexe et peut faire intervenir différents facteurs de 

transcription (NFκB, IRF-1, AP-1) et messagers secondaires (JAK2/STAT1α, MAPKs, les 

protéines kinase Raf-1 et PKC).  
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Figure I-14: Les facteurs microbicides du phagocyte professionnel [115]. 

Lors de la phagocytose, l’hôte met en place des mécanismes moléculaires destinés à dégrader les composés bactériens 
dont les complexes enzymatiques (NADPH oxydase et NO-synthase inductible ou iNOS), des peptides antimicrobiens 
et certaines protéines qui favorisent la perméabilisation des parois bactériennes. 

 

I.2.2.3 Réponse inflammatoire et chimiotactisme 
I.2.2.3.1 Caractéristiques de l’inflammation 
 

La phagocytose joue un rôle central dans l’induction la réponse inflammatoire. En effet, la 

reconnaissance et l’internalisation des agents pathogènes par le macrophage entrainent 

l’activation du facteur de transcription NFκB et la production de médiateurs solubles tels que 

les cytokines et chimiokines et les médiateurs lipidiques.  

Ces médiateurs de l’inflammation favorisent l’attraction des leucocytes sur le site où se 

développe l’infection, et provoquent également leur activation et leur multiplication dans la 

moelle osseuse, le but ultime étant de prévenir la dissémination du micro-organisme pour 

permettre le retour à l’homéostasie et la réparation des tissus lésés. Les macrophages occupent 

donc une place importante dans l’orchestration de la réponse inflammatoire de l’hôte. 
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Lors d’une inflammation, l’organisme subit d’importantes modifications vasculaires résumées 

par quatre signes principaux : ‘rubor’ (rougeur), ‘dolor’ (douleur), ‘calor’ (chaleur) et ‘tumor’ 

(gonflement) décrits par le scientifique Celsus il y a 2000 ans [116].  

Elles se manifestent par (i) la vasodilatation qui réduit la vitesse des flux sanguin et 

lymphatique aux abords des tissus lésés, (ii) l’augmentation de la perméabilité vasculaire 

responsable d’œdème, (iii) l’activation endothéliale par l’augmentation de l’expression de 

certaines molécules de surface permettant l’attachement et l’infiltration tissulaire des 

leucocytes, et (iiii) la formation de tissu nécrotique localisé en raison de la coagulation des 

micro-vaisseaux sur le site infecté, favorisant le confinement de l’infection [12]. 

I.2.2.3.2 Synthèse de cytokines et chimiokines 
 

Lorsqu’un micro-organisme traverse un épithélium, les macrophages résidents répondent en 

produisant des protéines solubles qui servent de médiateurs dans de nombreuses réactions 

immunitaires et inflammatoires (Figure I-15) [8]. Les cytokines et chimiokines (cytokines 

chimiotactiques) sont la clé de voute des communications entre leucocytes mais également 

entre les leucocytes et d’autres types cellulaires comme les neutrophiles ou les lymphocytes T 

lors de la mise en place de la réponse innée ou adaptative (Tableau I-5) [117]. La réponse 

inflammatoire et notamment la phase cellulaire, peuvent ainsi varier dans le temps en fonction 

des cytokines produites ou de la modification de l’environnement tissulaire. La sécrétion des 

cytokines et chimiokines est largement dépendante des conditions de différenciation de la 

cellule, de son état d’activation et de sa polarisation.  

Les cytokines se lient à des récepteurs de haute affinité sur les cellules cibles et peuvent agir 

de façon autocrine (sur les cellules qui les produisent) ou paracrine (sur les cellules voisines) 

lorsqu’elles sont sécrétées en petites quantités suite à un stimulus externe. En conditions 

infectieuses, les macrophages et les cellules dendritiques activés synthétisent des cytokines en 

grande quantité ; elles sont alors capables d’agir de façon endocrine à distance du site de 

production. Plusieurs cytokines peuvent avoir des actions similaires (redondance) et une 

même cytokine peut cibler différents types cellulaires (pléiotropie) [117]. De même, elles 

peuvent avoir des actions synergiques ou au contraire antagonistes. 

Les cytokines se différencient des chimiokines par leurs propriétés fonctionnelles. Les 

cytokines sont de petites protéines solubles et les chimiokines sont des polypeptides de 8 à 14 

kDa. 
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Figure I-15: Les cytokines/chimiokines et leur différents rôles dans la réponse inflammatoire [126]. 

Les cytokines qui proviennent principalement des phagocytes mononuclées ont un rôle primordial dans l’immunité 
innée. Elles sont capables d’initier à la fois des réponses immunes variées et de générer des signes biologiques associés 
à l’infection et autres désordres inflammatoires. Le phénotype de la réponse engagée dépend du panel de cytokines 
sécrétées par les lymphocytes T auxiliaires qui répondent. Les lymphocytes Th1 sont initialement impliqués dans 
l’immunité cellulaire et sont caractérisés par leur production d’IFNγ. Les lymphocytes Th2 produisent IL-4, IL-5, IL-
9 et IL-13 et contribuent aux réponses humorale et allergique. Finalement le phénotype des T régulateurs montre une 
tendance claire à l’immunosuppression via la production d’IL-10 et de TGFβ. 
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Tableau I-5: La diversité d’action des cytokines [117]. 
Monokine, cytokine produite par les monocytes. Tc cells, cellules T cytotoxiques. 

 

Alors que les cytokines constituent des signaux de différenciation et activent une cascade de 

signalisation intracellulaire (voie JAK-STAT par exemple) et la transcription de gènes en aval 

de leur récepteur [118], les chimiokines ont un rôle primordial dans le recrutement cellulaire 

sélectif et dans la mise en place des réponses T des différents types (Th1, 2, 9, 17 et T 

régulateurs), dont les cellules effectrices présentent des répertoires fonctionnels spécifiques 

(Figure I-15). 
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Les macrophages secrètent plusieurs cytokines dites pro-inflammatoires, IL-1α et β, IL-6, IL-

12 et TNFα qui agissent de concert avec les chimiokines CCL2 (MCP-1, Monocyte 

Chemotactic Protein 1), CCL5 (RANTES, Regulated upon Activation Normal T cell 

Expressed and Secreted) et CXCL8 (IL-8 chez l’homme). Ce panel de cytokines/chimiokines 

caractérise un phénotype de type M1 (cf. section Les différents phénotypes d’activation du 

macrophage) et favorisent une réponse T de type 1, caractérisée par ses capacités bactéricide 

et microbicide [33]. L’IL-12 induit la maturation des lymphocytes T naïfs en lymphocytes 

Th1 en synergie avec l’IL-18 et activent les cellules NK et les lymphocytes CD4+ pour la 

production d’IFNγ, un puissant activateur du macrophage [119]. IL-6, TNFα et IL-1β 

stimulent l’expression des molécules d’adhésion à la surface des endothéliums qui deviennent 

perméables à l’exsudat inflammatoire favorisant ainsi l’adhérence des leucocytes et leur 

migration. L’Il-6 sollicite la prolifération des lymphocytes B et donc la production 

d’anticorps, induit la sécrétion de CCL2 responsable du recrutement des monocytes [120], 

stimule la phagocytose, la cytotoxicité, l’explosion respiratoire et la synthèse de la matrice 

extracellulaire, mais elle inhibe la synthèse de TGF-β [121].  

Les effets d’IL-1β sont similaires à ceux de l’IL-6, et intègrent également l’activation des 

lymphocytes T et l’amplification de la réponse inflammatoire induite par TNFα [122].  

Chez la souris, les macrophages résidents activés sont également les principaux sécréteurs de 

CXCL1 (KC) et CXCL2 (MIP-2, Macrophages Inflammatory Protein-2), chimiokines 

impliquées dans le recrutement des neutrophiles (sous le contrôle de l’IL-8 chez l’homme) 

[123]. L‘interféron de type I (IFNα), spécifique de la réponse antivirale fait également partie 

du panel des cytokines produites par les macrophages ; il augmente l’expression des 

molécules de CMH I et active les cellules NK [8]. 

A noter qu’il existe une réponse de type Th17, distincte de Th1/Th2, qui assure la mise en 

place d’une réponse antifongique notamment via la production d’IL-23, initiée par IL-6 et 

TGF-β [124]. Les macrophages, en tant qu’orchestrateurs de l’immunité innée sont également 

impliqués dans la régulation et la résolution de l’inflammation, notamment les macrophages 

de type M2 qui engagent la réponse T de type 2. L’IL-10 et le TGF-β sont deux exemples de 

cytokines immuno-régulatrices qui inhibent la production d’IFNγ et d’IL-2 par les cellules 

Th1 ainsi que la transcription des gènes du complexe NADPH oxydase [125]. TGF-β active la 

régénération tissulaire médiée par la prolifération des fibroblastes mais inhibe la division des 

LT et LB [102].  
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Les cytokines Th2, IL-4 et IL-13 induisent les macrophages de type M2. Ces notions seront 

précisées dans la section correspondante. 

I.2.2.3.3 Production de médiateurs lipidiques 
 

Le macrophage est également capable de synthétiser des médiateurs lipidiques de 

l’inflammation tels que les éicosanoïdes. Chez les mammifères, le précurseur majeur des 

éicosanoïdes est l’acide arachidonique (AA), un acide gras polyinsaturé contenant 20 atomes 

de carbone. Il est libéré à la suite de la dégradation des phospholipides membranaires sous 

l’action de la phospholipase A2 (PLA2) [127]. Il est ensuite métabolisé par deux voies 

principales, celle des cyclo-oxygénases (COX) et celle des lipoxygénases (Figure I-16). 

 

Figure I-16: Les voies de métabolisme de l’acide arachidonique (d’après [128]). 

 

Les prostanoïdes représentés par les prostaglandines (PG) et les thromboxanes (TX) sont issus 

de l’activation de la voie COX et jouent un rôle important dans les modifications vasculaires. 

Alors que les PG favorisent la vasodilatation artérielle et l’augmentation de la perméabilité 

membranaire, et inhibent l’agrégation plaquettaire, les TX induisent la vasoconstriction et 

l’agrégation des plaquettes [129]. Aux doses physiologiques, les PG renforcent l’action 

perméabilisante des bradykinines et de l’histamine qui sont produites en cas de lésion 

vasculaire. Les PG sont produites par les monocytes/macrophages suite à un signal infectieux, 

physique (chaleur, UV) ou chimique (acide, urée), produit par une bactérie ou une levure 



 
57 

 

pathogène (Candida albicans), ou inflammatoire et peuvent moduler l’expression de certains 

gènes pro- ou anti-inflammatoires. 

Contrairement aux PG, les leucotriènes (LT) sont produits par un nombre restreint de types 

cellulaires dont les monocytes/macrophages et les mastocytes. Les LT sont produits suite à 

l’activation des lipoxygénases et conduisent également à la vasoconstriction, la 

perméabilisation des veinules et par conséquent l’adhésion des leucocytes à l’endothélium 

[129]. Les LT sont d’importants médiateurs de l’accumulation des leucocytes lors de la phase 

aigüe de l’inflammation. Alors que le LTB4 est un puissant chimio-attractant des 

neutrophiles, le LTC4 est impliqué dans les réactions allergiques. 

D’autre part, certains métabolites issus de l’oxygénation de l’AA contribuent également à la 

résolution de l’inflammation, par leur action inhibitrice du facteur de transcription NFκB entre 

autres [130]. Cette question sera abordée dans la section correspondante, Régulation de 

l’inflammation et retour à l’homéostasie.  

I.2.2.4 Recrutement leucocytaire 
 

Suite à la reconnaissance de signaux de danger exogènes (bactérie, DAMPS), les 

macrophages résidents s’activent et libèrent des cytokines (principalement TNFα et IL-1β) et 

des chimiokines qui augmentent la perméabilité membranaire des cellules endothéliales. Les 

molécules d’adhésion, les sélectines exprimées à la surface des endothéliums sont modifiées 

pour permettre l’extravasation des phagocytes circulants qui vont à leur tour sécréter des 

cytokines et des chimiokines, et amplifier ainsi la réponse inflammatoire. 

L’extravasation des phagocytes circulants (neutrophiles et monocytes) se déroule suivant 

quatre étapes distinctes détaillées dans la Figure I-17 [131,132] :  

(i) le « rolling » ou roulement des leucocytes sur l’endothélium grâce aux sélectines (en état 

de faible affinité) et aux intégrines. Les leucocytes s’activent en présence des chimiokines 

sécrétées dans l’environnement cellulaire 

(ii) l’ « arrest » ou la phase d’arrêt grâce à l’établissement de liaisons fortes entre les 

intégrines exprimées sur les cellules et leurs ligands présents sur les cellules endothéliales. 

L’adhérence des leucocytes sur les endothéliums est alors stable 

(iii) la « transmigration » ou diapédèse des leucocytes qui correspond au passage des 

leucocytes à travers la paroi endothéliale. Les membranes cellulaires subissent un changement 

de conformation et forment des protrusions.  
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L’interaction d’ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule-1) et de Mac1 (Macrophage 

Antigen 1) est associée à l’augmentation du Ca2+ intracellulaire et à l’activation de MAPK 

p38, conduisant à l’augmentation de la contractilité des cellules endothéliales. Cela favorise 

ainsi la transmigration des leucocytes qui pénètrent à l’intérieur des parties fines des corps des 

endothéliums (voie transcellulaire) ou des jonctions intercellulaires (voie paracellulaire) 

(iv) et enfin la migration intra-tissulaire des leucocytes incluant la traversée des cellules 

basales de l’endothélium et la couche de péricytes sous-jacente via les interstices et suivant un 

gradient de chimiokines fixées aux protéoglycanes de la matrice extracellulaire (fibrine et 

fibronectine).  

 

Figure I-17: Cascade des événements de la migration des leucocytes circulants vers les foyers infectieux [8]. 

Les neutrophiles et les monocytes se basent sur le même mécanisme de migration. PECAM-1, platelet-endothelial cell 
adhesion molecule-1. 

 
Comme décrit dans une section précédente (Synthèse de cytokines et chimiokines), les 

chimiokines jouent un rôle central dans le recrutement des leucocytes circulants. Elles 

modifient et préparent les endothéliums à l’adhérence et à la migration des leucocytes vers les 

sites infectieux, ainsi que l’environnement physico-chimique de la matrice extracellulaire 

grâce aux gradients de concentration que suivent les leucocytes.  
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Ces molécules disposent également d’un pouvoir de sélection crucial puisque le type 

cellulaire recruté dépend de la chimiokine libérée. Ceci autorise par conséquent un contrôle 

temporel du recrutement des cellules inflammatoires. 

Suite à un stimulus, les macrophages résidents produisent des médiateurs de l’inflammation 

dont CXCL1 et CXCL2, CXCL5 et CXCL8, impliqués dans le recrutement initial des 

granulocytes neutrophiles [131,133]. Ce recrutement initial est soutenu par la libération de G-

CSF (Granulocyte Colony Stimulated Factor) responsable de la libération des neutrophiles 

dans la circulation sanguine à partir de la moelle osseuse [133–135]. Lors du passage des 

neutrophiles à travers l’endothélium, ils libèrent des protéines granulaires, des médiateurs 

préformés auxquels sont sensibles les monocytes circulants. Les neutrophiles nouvellement 

recrutés induisent également la production de CCL2, CCL7, CCL5 et CCL3, qui sont de 

puissants chimio-attractants des monocytes inflammatoires [136].  

I.2.2.4.1 Granulocytes neutrophiles 
 

Les premières cellules à être mobilisées sur le site de l’infection sont les granulocytes 

neutrophiles (GNN), ils sont recrutés sous l’action des chimiokines CXCL1, CXCL2 et 

CXCL8 [134]. Ils sont chargés d’organiser séquentiellement le recrutement de différents types 

de leucocytes sur les sites enflammés grâce à leur pouvoir sécrétoire et chimiotactique [137]. 

Avec 1 à 2 x 1011 neutrophiles produits par jour chez l’homme adulte à l’état sain, la synthèse 

de neutrophiles représente quantitativement l’activité la plus importante de la moelle osseuse 

– les 2/3 de l’hématopoïèse étant consacrés à la myélopoïèse (granulocytes et monocytes) 

[134].  

Ils sont rapidement mobilisables mais ont une durée de vie limitée de quelques heures à un 

jour suivant les conditions, et meurent suivant un programme d’apoptose spontanée ou plus 

rarement au cours de la réponse antimicrobienne [138]. Une fois activés, les GNN possèdent 

de puissantes capacités phagocytaires et bactéricides notamment grâce aux différents types de 

granules présents dans leur cytoplasme ou suite à l’activation du métabolisme de la NADPH 

oxydase [131,139] (Figure I-18). Les granules cytoplasmiques qui caractérisent les 

granulocytes (éosinophiles, basophiles, neutrophiles), contiennent de nombreux facteurs 

protéiques (plus de 300 par granules), en grande majorité des protéases capables dégrader les 

micro-organismes ou de digérer les tissus. 
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Lors de la phagocytose des particules, les granules sont dirigés vers les phagosomes. En 

revanche, en cas d’interaction non directe avec l’agent en question (détection du TNFα par 

exemple), les granules libèrent leur contenu dans le milieu extracellulaire pour créer un 

environnement défavorable aux agents pathogènes à proximité [138]. 

 

Figure I-18: La diversité des molécules antimicrobiennes produites par les neutrophiles [140]. 

Les agents microbicides sont séquestrés dans différents compartiments cytoplasmiques du neutrophile : les granules 
azurophiles (primaires), les granules spécifiques (secondaires) et les granules tertiaires, le plasma et les membranes 
phagosomales, le noyau et le cytoplasme. BPI, bactericidal permeability increasing protein; H202, peroxyde 
d’hydrogène; HOBr, acide hypobromique; HOCl, acide hypochlorique; HOI, acide hypoiodeux; MMP, matrix 
metalloproteinase; phox, phagocyte oxydase; 1O2, singulet de l’oxygène ; O2

-, superoxide; O3, ozone; .OH, radical 
hydroxyl. 

Les granules sont classés en trois sous-ensembles caractérisés par les marqueurs cellulaires et 

qui agissent selon un ordre hiérarchique défini [141,142]:  

(i) les vésicules sécrétrices qui libèrent leur contenu (albumine ; HBP, Heparin Binding 

Protein) au contact des endothéliums 

(ii) les granules tertiaires (ou gélatinase) contenant gélatinase, lactoferrine, lysozyme et des 

enzymes dégradants la matrice (MMP9) sont mobilisés lors de la transmigration  

et enfin, 

(iii) les granules primaires ou azurophiles riches en myéloperoxydase, élastase, cathepsine et 

lysozyme, et granules secondaires (ou spécifiques) riches en lactoferrine et en lysozyme qui 

sont libérés dans le site lésé. 

 



 
61 

 

Les GNN ne contiennent pas seulement des granules protéiques pour une réponse immédiate. 

Ils expriment aussi un large panel de cytokines, chimiokines et autres récepteurs pour la 

différenciation et la reconnaissance des cytokines/chimiokines produites par d’autres types 

cellulaires (monocytes, macrophages, cellules dendritiques et lymphocytes T) favorisant un 

dialogue efficace entre immunité innée et adaptative. L’ensemble des mécanismes 

bactéricides déployés par le neutrophile a pour but l’éradication des agents pathogènes 

phagocytés. 

Les neutrophiles constituent ainsi la population anti-infectieuse de l’hôte de premier rang 

(Figure I-19). 

 
Figure I-19: Les fonctions du neutrophile [138]. 

Après leur migration vers le site d’inflammation, les neutrophiles (GNN) phagocytent et digèrent les agents 
pathogènes, sécrètent de NETs (Neutrophils Extracellular Traps) qui piègent les bactéries, et produisent des cytokines 
qui contribuent à la réponse inflammatoire. Une fois l’infection maitrisée, les neutrophiles meurent par apoptose et 
induisent un programme de résolution de l’inflammation. La clairance bactérienne intervient dans les phagosomes 
grâce aux ROS générés par la NADPH oxydase qui provoque la dépolarisation de la membrane phagosomale, requise 
pour la mise en place d’un environnement optimal dans le phagosome. 
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I.2.2.4.2 Monocytes 
 

La diapédèse des neutrophiles vers le site inflammatoire est suivie d’une seconde vague de 

recrutement de monocytes inflammatoires [143]. Les monocytes représentent 5 à 10% des 

leucocytes du sang périphérique chez la souris et chez l’homme. Leur durée de vie dans le 

sang est relativement courte, d’un jour chez la souris à trois jours chez l’homme. Ils 

proviennent de précurseurs myéloïdes de la moelle osseuse, circulent dans le compartiment 

sanguin puis migrent dans les tissus lésés suite au signal émis par les neutrophiles activés, 

notamment à la chimiokine, CCL2 [16,136].  

 

Les différentes sous-populations de monocytes sanguins se distinguent par l’expression des 

récepteurs des chimiokines et la présence de molécules de surface spécifiques, notamment 

Ly6C chez la souris [19] ; ils exercent des fonctions distinctes (Tableau I-6). Chez la souris, 

les monocytes sanguins sont identifiés initialement par l’expression de CD11b et CD115, 

ainsi que par l’expression de l’antigène F4/80.  

Chez la souris, les monocytes dits « inflammatoires » (ou Ly6Chi ou GR1+) expriment un 

niveau élevé de CCR2 (CC-chemokine receptor 2), mais faible de CX3CR1 (CX3C-

chemokine receptor 1). Ils sont rapidement recrutés sur le site inflammatoire de façon 

dépendante de CCR2 (via CCL2 et CCL20), mais indépendante des signaux provenant de 

CX3CR1. Ils ont un rôle pro-inflammatoire et bactéricide [143]. Ils partagent des 

caractéristiques communes avec les monocytes humains CD14++CD16- dits « classiques ». En 

revanche, les monocytes dits « résidents » (ou Ly6Clow ou Gr1-) expriment fortement CX3CR1 

mais faiblement CCR2 et Ly6C, persistent plus longtemps dans le sang et les tissus et sont de 

plus petite taille et moins granulaires. Ils sont apparentés aux monocytes humains 

CD14+CD16++ dits «non classiques ». Ils sont impliqués dans des fonctions ayant trait à la 

réparation tissulaire, à la veille et au remplacement des macrophages ou de cellules 

dendritiques résidents à l’état sain [143]. 
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Tableau I-6: Les différentes sous-populations de monocytes sanguins [136]. 

 

Le recrutement des monocytes inflammatoires Ly6Chi s’opère selon un processus qui est 

intégralement coordonné par les neutrophiles [144]. Lors de leur activation, les neutrophiles 

attachés par les protéoglycanes des cellules endothéliales libèrent le contenu de leurs granules 

protéiques. Ces dernières sont reconnues par les monocytes qui roulent à la surface de 

l’endothélium puis y adhèrent fermement suite à l’augmentation de l’expression de certaines 

molécules de surface (ICAM-1 et VCAM-1, Vascular Cell Adhesion Molecule-1). 

L’azurocidine (HBP), LL-37 (cathelicidine ou hCAP18, Human Cationic Antimicrobial 

Protein 18) et la cathepsine G libérés par les neutrophiles (vésicules sécrétrices) activent les 

récepteurs formyl peptide (fMLPR) présents sur les monocytes inflammatoires, ce qui 

favorise leur extravasation tissulaire. Les neutrophiles synthétisent des complexes solubles IL-

6/IL-6R qui activent les cellules endothéliales via le récepteur transmembranaire gp130 

(Glycoprotein 130) et la production de CCL2, un puissant chimio-attractant des monocytes.  

Une fois libérées, les protéines des granules induisent la synthèse de chimiokines de novo par 

les macrophages et les cellules endothéliales avoisinantes, notamment CCL3, CCL6, CCL9, 

CCL15, CCL20 et CCL23, qui attirent les monocytes. 

Les monocytes se différencient en macrophages dès leur entrée dans le tissu et collaborent 

avec les neutrophiles notamment pour la phagocytose ou encore la production de 

cytokines/chimiokines (Figure I-20). Les macrophages prennent également en charge les 

neutrophiles apoptotiques, ce qui marque le début de la phase de résolution de l’inflammation, 

indispensable pour prévenir des dommages tissulaires excessifs et initier le processus de 

cicatrisation. 

. 
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Figure I-20 : Vue intégrée du partenariat Neutrophiles/Monocytes lors de l’inflammation [143]. 

Les neutrophiles sont rapidement recrutés dans le site inflammatoire et leurs granules protéiques induisent le 
recrutement des monocytes sanguins. Les mécanismes mettant en jeu la synthèse de chimiokines et de molécules 
d’adhésion de novo sont mis en place tardivement. Finalement, les signaux générés par les neutrophiles apoptotiques 
attirent les monocytes. Ainsi l’axe PMN/ Monocytes permet une réponse inflammatoire optimale. 

 

I.2.2.5 Régulation de l’inflammation et retour à l’homéostasie 
 

La résolution de l’inflammation est un processus complexe caractérisé par l’élimination des 

neutrophiles apoptotiques, l’inhibition ou l’arrêt de l’infiltration neutrophilique et le maintien 

du recrutement des monocytes [131] (Figure I-21). En effet, la réponse inflammatoire est 

indispensable à l’éradication des agents pathogènes mais elle n’est pas sans conséquence pour 

l’hôte qui subit des dommages tissulaires parfois sévères. Il est donc impératif de stopper cette 

réaction inflammatoire pour restaurer l’intégrité tissulaire et assurer le retour à l’homéostasie.  

Souvent considérés comme inactifs dans cette phase ultime, les neutrophiles jouent un rôle 

non négligeable dans l’induction de la résolution de l’inflammation. En effet, lors de l’étape 

finale, les neutrophiles subissent un « switch » du métabolisme des éicosanoïdes depuis la 

production de leucotriène B4 vers la production de lipoxine A4. 
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Figure I-21: Les interactions phagocytaires lors de la résolution de l’inflammation [145]. 

Les neutrophiles orchestrent la phase de résolution de l’inflammation via différents mécanismes parmi lesquels la 
séquestration des cytokines/chimiokines et la synthèse de médiateurs lipidiques pro-résolutifs (résolvines, protectines, 

lipoxines). Ces médiateurs lipidiques pro-résolutifs stoppent l’infiltration neutrophilique et promeuvent l’ingestion 
des neutrophiles apoptotiques par les macrophages. Ils augmentent également l’expression de CCR5 sur les PMN 

apoptotiques ce qui permet la séquestration et la clairance de CCL3 et CCL5. IL-1RA (qui se lie et inhibe IL-1R1), 
dérivé des neutrophiles et IL-1R2 (qui piège IL-1) sont des mécanismes additionnels pour limiter les effets 

pléiotropiques de l’IL-1. 

Les lipoxines (LX) issues de l’activation de PGE2, sont responsables de l’arrêt du recrutement 

des neutrophiles sur le site infecté, de la prise en charge des neutrophiles apoptotiques par les 

macrophages et de la régulation de l’action de l’histamine [131], alors que le recrutement des 

monocytes est maintenu. Les neutrophiles peuvent également contribuer à la synthèse d’autres 

médiateurs lipidiques pro-résolutifs, les résolvines et les protectines générés à partir d’acides 

gras polyinsaturés essentiels (oméga-3). Ces lipides résolutifs et plus récemment les 

marésines (dérivés des macrophages) sont impliqués dans des fonctions régulatrices en 

inhibant la transmigration des neutrophiles à travers l’endothélium et leur infiltration 

tissulaire. Ils contribuent ainsi à la résolution de la réponse inflammatoire [130,146].  

Il semble donc que l’AA soit à l’origine de différents métabolites lipidiques qui se relaient 

tout au long du processus inflammatoire permettant ainsi d’induire et de résoudre 

l’inflammation, mais également d’initier la phase de réparation tissulaire (Figure I-22).  
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Figure I-22: Les médiateurs lipidiques et leur rôle dans l’inflammation [148]. 

La contribution des neutrophiles à la phase de résolution inclut également la séquestration des 

chimiokines attirant les neutrophiles. Les médiateurs lipidiques anti-inflammatoires 

(lipoxines, résolvines et protectines) favorisent l’expression de CCR5 (CC-chemokine 

receptor 5) par les neutrophiles apoptotiques qui peuvent alors capturer et séquestrer CCL3 et 

CCL5, qui sont leurs ligands [147,148]. Les neutrophiles expriment également la CC-

chemokine D6 qui a le pouvoir de séquestrer toutes les chimiokines inflammatoires de type 

CC [145]. Cette capacité réduit donc fortement l’influx neutrophilique tardif. De plus, les 

glucocorticoïdes augmentent le niveau d’expression IL-1R2, un leurre pour l’IL-1, qui ne peut 

donc plus interagir avec IL-1R1, son récepteur à la surface des neutrophiles. En parallèle, ce 

dernier est détourné par IL-1RA, un facteur soluble produit par le neutrophile ayant été au 

contact de l’IL-10, cette interaction n’induisant aucun signal. La production et l’expression de 

ces leurres permettent donc de limiter les effets pro-inflammatoires de l’IL-1 sur les 

neutrophiles.  

L’élimination des neutrophiles apoptotiques est une étape clé de cette phase. Ils émettent des 

signaux dits « eat me » notamment l’exposition des résidus phosphatidyl sérine sur leur 

membrane qui facilitent leur reconnaissance, leur phagocytose et le déclenchement d’un 

programme anti-inflammatoire par les macrophages [149].  
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De même, ces résidus interagissent avec les récepteurs scavenger des macrophages favorisant 

ainsi l’élimination des corps apoptotiques [98].  

L’élimination des neutrophiles apoptotiques (efferocytose) est indispensable pour (i) prévenir 

la lyse cellulaire (nécrose secondaire) et donc la libération de composés intracellulaires 

toxiques qui pourraient endommager les tissus, et (ii) promouvoir la réponse anti-

inflammatoire par la production d’IL-10 et de TGF-β qui favorisent la résolution de 

l’inflammation et la réparation tissulaire [150]. L’efferocytose induit une modification du 

profil transcriptionnel du macrophage d’un phénotype pro-inflammatoire de type M1 à un 

phénotype anti-inflammatoire de type M2, notamment via l’action autocrine d’IL-4 

(production endogène) et d’IL-13 (cf. section Les différents phénotypes d’activation du 

macrophage).  

Le macrophage ayant internalisé le neutrophile apoptotique quitte le site de l’inflammation 

pour rejoindre le flux lymphatique vers les nœuds lymphatiques où il dégénére. Dans ces 

conditions, l’homéostasie tissulaire peut être à nouveau rétablie. 

I.2.2.6 Les différents phénotypes d’activation du macrophage 
 

Les macrophages sont des cellules caméléons qui adaptent leur phénotype à leur 

microenvironnement et aux signaux qu’ils perçoivent. Ils sont caractérisés par leur grande 

diversité et leur plasticité hors norme [151]. En contexte infectieux, les macrophages résidents 

s’activent et la production de cytokines/chimiokines et d’autres médiateurs de l’inflammation 

augmente au même titre que le recrutement des monocytes. Notamment, les facteurs de 

croissance GM-CSF et M-CSF sont impliqués dans la différenciation des monocytes en 

macrophages [152]. Lorsque l’immunité adaptative se met en place, les lymphocytes T créent 

un environnement cytokinique qui conduit à la polarisation des macrophages. 

La polarisation des macrophages a initialement été divisée en deux phénotypes qui sont le 

symétrique de la nomenclature Th1/Th2 appliquée aux lymphocytes T CD4 : (i) les 

macrophages M1, pro-inflammatoires qui sont induits par les cytokines associées au type 1, 

IFNγ et TNFα ou encore un stimulus bactérien (LPS), et (ii) les macrophages M2, anti-

inflammatoires qui sont induits par les cytokines de type 2, IL-4 et IL-13 [33,153]. 

L’activation dite « classique » conduit aux macrophages M1 qui assurent l’initiation et le 

maintien de l’inflammation et ont un rôle majeur dans la résistance aux infections.  
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Par opposition, les macrophages M2 caractérisent différentes formes d’activation autre que la 

forme classique. Ils sont de phénotypes hétérogènes (trois sous-phénotypes), résultant d’une 

activation dite « alternative » ; ils sont impliqués dans des fonctions de régulation de 

l’inflammation, de réparation tissulaire et de retour à l’homéostasie. Il convient toutefois de 

préciser que les stades d’activation M1 et M2 apparaissent comme les extrémités d’un 

continuum de formes d’activation du macrophage, caractérisées par un panel de récepteurs et 

de propriétés fonctionnelles qui dépendent du microenvironnement [151] (Figure I-23). 

 

Figure I-23: Le spectre d’activation des macrophages [151]. 

 

En raison de leur hétérogénéité, les macrophages M2 peuvent être divisés en trois sous-

populations : M2a, M2b et M2c qui se distinguent par un profil d’expression particulier [33] 

(Figure I-24). Le sous-type M2a est induit par les cytokines IL-4 et IL-13, M2b par des 

ligands de IL-1R ou suite à l’exposition à des complexes immuns et au LPS, et enfin le sous-

type M2c qui est induit par l’IL-10, le TGF-β ou des hormones glucocorticoïdes. Un 

quatrième type de macrophage, caractérisé par un profil M2 IL-10highIL12low et nommé M2d, 

possède des propriétés communes aux macrophages associés aux tumeurs (ou TAM) et 

diffèrent des M2a-c [154].  

 

Le phénotype des macrophages est en outre plastique et ces cellules peuvent subir une 

repolarisation complète de M2 à M1, et vice versa, en réponse aux changements de leur 

environnement cytokinique [155]. Cette inversion de phénotype est rapide et effective à 

différents niveaux : expression des gènes, synthèse des protéines et des métabolites, activité 

microbicide. 
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Figure I-24: Les propriétés fonctionnelles et les inducteurs des différents phénotypes d’activation du macrophage. 
D’après [33]. 

 Les macrophages se polarisent et acquièrent des propriétés fonctionnelles différentes en réponse aux signaux délivrés 
par l’environnement extérieur. L’exposition des macrophages à l’IFNγ et au LPS induit la polarisation M1, acquérant 
des propriétés cytotoxiques et anti-tumeur, alors que les macrophages M2 sont en général immuno-régulateurs et 
possèdent une activité pro-tumorale. En particulier, M2a (induit par IL-4 et IL-13) et M2b (induit par l’association de 
complexes immunitaires et d’agonistes TLR ou d’IL-1R) exercent des fonctions immuno-régulatrices et entrainent des 
réponses Th2, alors que les M2c (induit par IL-10) sont impliqués dans les programmes de suppression de réponses 
immunitaires et le remodelage des tissus. DTH, delayed-type hypersensitivity; IC, immune complexes ; MR, Mannose 
Receptor ; PTX3, the long pentraxine PTX3; RNI, reactive nitrogen intermediates; SLAM, signaling lymphocytic 
activation molecule. 
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I.2.3 Rôle dans l’immunité acquise 

I.2.3.1 Cellules présentatrices d’antigènes 
 

Outre son implication cruciale dans l’élimination précoce des agents pathogènes, le 

macrophage est aussi un acteur-clé de la transmission de signaux d’alerte au volet adaptatif de 

la réponse immunitaire, en particulier dans les situations où une réponse spécifique comme la 

réponse T est requise.  

La cellule dendritique est la cellule présentatrice d’antigènes (APC) par excellence. Les DC 

peuvent provenir de la différenciation de la lignée lymphoïde (DC classique) ou de la lignée 

myéloïde (Monocyte-Derived Dendritic Cells) qui se révèlent aussi efficaces dans l’activation 

des lymphocytes CD4+ ou CD8+. Ceci suggère donc que les monocytes peuvent contribuer à 

l’élaboration d’une réponse T spécifique à différents niveaux [156]. Bien que dotés de 

propriétés moins performantes que les DC, les macrophages disposent du matériel nécessaire 

à la présentation des antigènes (Ag) [102,136]. 

Le CMH I est responsable de la présentation de peptides cytosoliques, endogènes ou non (par 

exemple les virus). La cellule reconnait la protéine à dégrader et la dirige vers le protéasome 

par un réseau d’ubiquitine. La protéine est alors dégradée en peptides qui rejoignent le 

réticulum endoplasmique où ils vont être pris en charge par les molécules du CMH I. Ce 

complexe CMH I-peptide se localise ensuite dans l’appareil de Golgi qui l’achemine jusqu’à 

la surface cellulaire [157]. 

Le CMH II ne présente que des Ag exogènes acquis par phagocytose, il représente donc un 

acteur majeur dans la reconnaissance des agents pathogènes intracellulaires séquestrés dans 

les vacuoles. Le CMH II est assemblé et stocké dans une vacuole de l’appareil de Golgi 

nommée MIIC (MHC II Compartment). Cette vacuole contient une molécule accessoire 

(HLA-DM) qui sera responsable de la formation du complexe CMH II-peptide. Les 

phagolysosomes qui contiennent les peptides issus de la dégradation des micro-organismes et 

des antigènes protéiques par les enzymes lysosomales vont fusionner avec le MIIC. Les 

peptides vont se nicher dans la poche à peptide de la molécule CMH II avant de migrer vers la 

surface cellulaire [102].  

Une fois les complexes CMH I- et CMH II-peptide exposés à la surface des APC, les APC 

migrent vers les noeuds lymphatiques où elles pourront activer les lymphocytes T. 
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I.2.3.2 Activation des lymphocytes T 
 
Lors de leur arrivée dans le centre lymphoïde, les APC entrent en contact avec les 

lymphocytes T naïfs au niveau du cortex, grâce aux adhésines qui favorisent le rapprochement 

entre cellules. L’activation complète des lymphocytes requiert au moins deux signaux qui 

garantissent la spécificité de la réponse de l’hôte [8]. 

Le premier signal correspond à l’interaction non covalente du TCR (T Cell Receptor)-CD3 du 

lymphocyte T avec le complexe CMH-peptide de l’APC. La liaison se trouve renforcée par 

des corécepteurs, les glycoprotéines membranaires CD4 pour les lymphocytes T auxiliaires et 

CD8 pour les lymphocytes T cytotoxiques, qui interagissent avec le CMH et stabilisent le 

complexe CMH-TCR [158].  

Le second signal provient de la liaison des molécules de co-stimulation comme CD28 ou 

CTLA4 à la surface des lymphocytes qui s’associe à la protéine membranaire B7 (B7-1/B7-2) 

exprimée par l’APC activée. L’association des deux signaux permet l’expansion clonale des 

lymphocytes T naïfs de façon autocrine, médiée par l’augmentation de la synthèse d’IL-2 et 

l’augmentation de l’expression et de l’affinité d’IL-2R, son récepteur [159] (Figure I-25). 

 

Figure I-25: Lien entre immunité innée et immunité adaptive [8].  
Les macrophages répondent aux microbes phagocytés en exprimant des molécules de costimulation (par exemple B7 

reconnue par le CD28 des LT) et en sécrétant des cytokines (par exemple IL-12). Ces molécules agissent conjointement 
à la reconnaissance des antigènes pour activer les lymphocytes T. 
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Comme mentionné précédemment, les lymphocytes T CD8+ dits « cytotoxiques » expriment 

le corécepteur CD8 qui se lie au CMH I. Ces cellules provoquent la lyse des cellules infectées 

par des organismes cytosoliques après la reconnaissance du complexe CMH I-Ag. D’autre 

part, il existe les lymphocytes T CD4+ dits « auxiliaires » qui ne reconnaissent que le CMH II 

exprimé par les APC.  

Les LT CD4+ se divisent en diverses sous populations, qui se distinguent par leur profil de 

sécrétion de cytokines. La dichotomie stricte entre lymphocytes Th1 et Th2 qui prévalait il y a 

quelques années semble aujourd’hui dépassée dans la mesure où les cytokines produites 

évoluent en fonction du contexte. Brièvement, les cytokines Th1 sont considérées comme des 

activateurs des macrophages dont les capacités bactéricides et phagocytaires sont décuplées. 

IL-12, la cytokine clé du phénotype Th1 induit la production d’IL-2, d’IFNγ et de TNFα chez 

le lymphocyte. La production d’IFNγ stabilise en retour l’expression de son récepteur et 

renforçant encore la polarisation de la réponse. 

Ces médiateurs activent le macrophage pour la production de l’IL-12, de métabolites 

oxygénés et azotés, et les molécules du CMH II [160]. Le profil Th1 est donc impliqué dans la 

lutte contre les infections associées aux organismes intracellulaires. Le profil Th2 est plus 

favorable à la réponse anticorps car il favorise l’activation des lymphocytes B et la sécrétion 

d’anticorps, en plus de l’activation des éosinophiles ; il permet également l’inhibition de la 

réponse Th1. Elle est caractérisée par la production d’IL-4, d’IL-5, d’IL-10 et d’IL-13. 

Aux lymphocytes Th1 et Th2 se sont ajoutés les phénotypes Th17, Th9 et Treg. Sous 

l’influence de l’IL-6 et TGF-β, le LT CD4+ se différencie en lymphocyte Th17 chez la souris, 

cette voie étant stabilisée et amplifiée par l’IL-21 et l’IL-23 [161]. Chez l’homme, il existe 

des désaccords parmi les auteurs à propos des cytokines impliquées dans cette voie de 

différenciation. Si certains considèrent que l’IL-1β et l’IL-23 suffisent à activer la voie Th17 

[162], d’autres ont montré que l’IL-6 et le TGF-β sont également indispensables à la 

différenciation des cellules Th17 [163]. Les cellules Th17 sont connues pour être des actrices 

majeures de l’inflammation locale notamment par la production d’IL-17A, d’IL-17F, d’IL-21 

et d’IL-23, et grâce au recrutement des neutrophiles et des macrophages dans les tissus 

infectés [164,165]. La réponse Th17 a un rôle déterminant dans la mise en place d’une 

réponse immune protectrice lors d’infections bactériennes et fongiques, en particulier vis-à-

vis d’A. fumigatus ou C. albicans [166]. Cette composante sera développée plus tard dans ce 

manuscrit (I.4.1.2.3.1.4 Initiation de l’immunité adaptative). 
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Par ailleurs, les lymphocytes Th17 sont impliqués dans les processus inflammatoires 

chroniques [167] ou allergiques, mais aussi dans certaines maladies auto-immunes (arthrite 

rhumatoïde, maladie de Crohn entre autres) qui étaient auparavant plutôt associées à la voie 

Th1 [168,169]. Bien que le phénotype Th9 ne soit pas à ce jour considéré comme un profil à 

part entière, les lymphocytes Th9 produisent de l’IL-9 et proviennent de la différenciation des 

Th2 sous l’influence du TGF-β. Ils sembleraient impliqués dans la protection contre les 

helminthes et certains processus pathogènes.  



 
74 

 

I.3 Les béta-glucanes et structure de la paroi de levure 
I.3.1 La paroi des levures, structure et fonction 
 

Initialement, la paroi des levures était considérée comme une structure inerte, assurant la 

rigidité et la protection du protoplaste (cellule privée de sa paroi) vis-à-vis des contraintes 

environnementales qui incluent la température, le pH, les substances chimiques et la pression 

osmotique [170]. Désormais, elle est reconnue comme étant une structure biologiquement 

active qui est essentielle à la pathogénie de certaines levures comme C. albicans. En outre, 

elle est dotée de propriétés immuno-modulatrices. Elle constitue le point d’interaction avec le 

milieu extérieur et reste la cible privilégiée des défenses de l’hôte [171]. La paroi est une 

structure dynamique, assurant l’intégrité de la cellule notamment durant la morphogénèse, et 

complexe avec une architecture stratifiée formant un échafaudage pour la couche externe de 

glycoprotéines. Ces dernières et en particulier les chaines latérales N-liées, limitent la 

perméabilité de la paroi aux macromolécules et assure donc la protection des poly-osides 

squelettiques contre les attaques des protéines étrangères (complément, anticorps, enzymes 

dégradantes) [170]. La paroi conditionne ainsi l’adhérence et donc la reconnaissance des 

cellules des réponses innée et adaptative de l’hôte [172,173]. La composition de ce réseau 

tridimensionnel dynamique est soumise à des changements et peut varier au sein d’un même 

isolat selon les conditions et le stade de la croissance. Tous les composants de la paroi sont 

extrêmement entremêlés pour former un réseau complexe qui constitue la structure basale de 

la paroi de levure. Saccharomyces cerevisiae (Sc) consacre une grande quantité d’énergie 

métabolique dans la construction de sa paroi. Selon les conditions de croissance, sa paroi 

représente de 15 à 30% de la matière sèche de la masse totale et entre 25 et 50% de son 

volume [174,175]. La paroi de Sc est majoritairement composée de polymères de sucre (85%) 

entre-chassés de glycoprotéines (15%), et plus minoritairement de lipides.  

Les trois composants majeurs, que l’on peut également retrouver chez les champignons 

étudiés jusqu’à ce jour, sont (i) les β-glucanes (BG), des polymères de glucose, (ii) la chitine, 

un polymère de N-acétylglucosamine (GlcNAc) et (iii) les mannoprotéines, des protéines sur 

lesquelles sont greffés polymères de mannose [176]. Alors que ces trois molécules sont 

entremêlées au sein de la paroi, la chitine tend à prédominer à proximité de la membrane 

cellulaire et les mannoprotéines, très glycosylées ont tendance à émaner plutôt des couches 

périphériques (Figure I-26). 
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En microscopie électronique, la paroi révèle une ultrastructure en couches. 

 

Figure I-26: L’organisation structurale de la paroi de levure. Adapté de [177]. 

Les β-glucanes (BG) sont les polyosides les plus abondants de la paroi de Sc, ils représentent 

entre 50 et 65% de la matière sèche de la paroi [178]. Ce sont des polymères de D-glucose qui 

peuvent être divisés en deux sous-ensembles suivant le type de liaison des unités de glucose : 

(i) les longues chaines d’environ 1500 unités de glucose chacunes, liées en β(1,3) qui sont 

majoritaires (85% des BG totaux) et (ii) les courtes chaines d’environ 150 molécules 

chacunes, liées en β(1,6) qui représentent 15% des BG totaux de la paroi (Tableau I-7) [178].  

Les mannoprotéines représentent près de 40% de la matière sèche de la paroi [175] sachant 

que le contenu actuel en protéines n’est que de 4 à 5%, le reste étant représenté par les résidus 

mannose liés à ces protéines via des liaisons en O ou en N (respectivement O-linked mannane 

ou N-linked mannane), ce qui explique le degré de branchement élevé de ces molécules [179].  
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Enfin, la chitine directement au contact de la membrane plasmique, ne contribue que pour 2% 

de la matière sèche de la paroi mais peut atteindre 20% de son contenu dans des conditions de 

stress ; cela concourt à augmenter la résistance mécanique de l’ensemble et de prévenir la lyse 

cellulaire [175]. 

 

Tableau I-7: Les macromolécules de la paroi de Saccharomyces cerevisiae [178]. 

Les composants sont présentés dans l’ordre d’apparition dans la paroi, de la périphérie vers la couche interne. La 
paroi de C. albicans suit approximativement la même composition. Le site de la synthèse des β (1,6) est incertain. Les 
données chiffrées peuvent varier suivant les conditions de croissance. DP, degré de polymérisation ; PM, membrane 
plasmatique. aChaînes N ; bChitine provenant des cicatrices embryonnaires. 

 

Des analyses biochimiques ont révélé que les polyosides constituent un réseau complexe où 

les résidus de glucose entretiennent entre eux des liaisons covalentes de type β(1,3) et β(1,6) 

et de type β(1,4) avec la chitine (GlcNAc) [180]. D’autre part, les mannoprotéines peuvent 

être liées aux molécules de β(1,6)-glucose via un système élaboré de GPI 

(GlycosylPhosphatidylInositol), et aux β(1,3)-glucose par des liaisons de type ASB (alkali-

sensitive bonds). A partir de ces études, une représentation de la structure de la paroi a été 

établie et est illustrée à la Figure I-27. 

 
Figure I-27: Représentation schématique de l’architecture des constituants de la paroi de Sc [180].  

Les liaisons β(1,3), β(1,4) et β(1,6) sont représentées en vert, bleu et orange respectivement. CWP, Cell Wall 
Mannoproteins ; ASB, Alkali-sensitive bonds ; PIR, PIR protein ; SS, disulfure bonds ; GPI Rem, GPI residue. La 
figure illustre qualitativement des liaisons de la paroi. (?) Ce type de liaison n’est pas caractérisé à ce jour. 
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I.3.2 Les béta-glucanes, sources et structures associées 
 

Comme nous l’avons vu précédemment, les glucanes sont des polymères de glucose liés par 

des ponts glycosidiques α ou β. Absents chez les animaux, ils sont les composants majeurs de 

la paroi des champignons ; ils sont aussi présents chez les bactéries et les plantes. La 

cellulose, le polysoside le plus abondant dans la nature, est un β(1,4)-glucane [181]. Les 

membres de ce groupe de polyosides diffèrent sur de nombreux points incluant le type de 

liaison et de branchement, le poids moléculaire, la solubilité et la structure tridimensionnelle. 

Les glucanes présentant une structure basale en β(1,3) prédominent dans les parois des 

champignons avec parfois des chaines latérales liées en β(1,6) [182]. Initialement, la chaine 

principale est constituée d’une répétition d’unités β-D-glucane liées linéairement entre elles 

par des liaisons β, et notamment entre le carbone 1 d’une molécule de glucose et le carbone 3 

de la suivante: β(1,3) [183]. Ces β-D-glucanes forment de longues molécules cylindriques 

pouvant contenir jusqu’à 250 000 unités de glucose. 

Alors que nous avons précédemment développé une vue d’ensemble de l’organisation de la 

paroi, il est important de préciser qu’il existe des différences considérables entre les espèces 

de levures ou de champignons, mais également entre les souches appartenant à une même 

espèce [176]. Par exemple, certaines souches de Histoplasma capsulatum contiennent des α-

glucanes en plus des β-glucanes [184]. Des études récentes ont montré que des champignons 

filamenteux tels que Neurospora crassa et Aspergillus fumigatus sont dépourvus de β(1,6)-

glucanes mais possèdent des β(1,3)(1,4)-glucanes (ayant une structure plutôt linéaire 

caractéristiques des espèces végétales, qui n’ont jamais été identifiés dans les espèces 

fongiques) [185]. Par ailleurs, il existe également des différences plus subtiles telles que la 

variation dans la longueur de la molécule basale et le type de liaisons impliquées dans les BG 

[173]. Certaines molécules de BG ne contiennent pas de chaines latérales, notamment le BG 

bactérien initialement isolé d’Alcaligenes faecalis ou Curdlan qui n’est formé que de liaisons 

glucosidiques β(1,3) [186] (Figure I-28A). Bien que leur taille reste très variable, tous les BG 

fongiques identifiés à ce jour contiennent soit des branchements β(1,3) soit β(1,6) [187]. 

Nombre d’entre eux, tels que le Schizophyllan (ou Sizofiran) issu de Schizophyllum commune 

et le Scléroglucan issu de Sclerotium glucanium, possèdent une chaine principale liée en 

β(1,3) avec en moyenne une chaine de substitution β(1,6) tous les trois résidus glucose 

(Figure I-28B). Le poids moléculaire initial peut varier de 1,3 à 6 x106 g/mole [188].  
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Figure I-28: La diversité des branchements au sein des β(1,3)(1,6)-glucanes [6] 
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Alors que le Lentinan (ou SPG, Lentinus edodes) possède deux chaines latérales β(1,6) avec 

un espacement de cinq résidus glucose le long de la chaine principale, l’Epiglucan 

(Epicoccum nigrum) en contient deux tous les trois résidus en moyenne (Figure I-28C et E) 

[187]. Le Pestalotan, produit de façon extracellulaire par Pestalotia sp. 815, semble être un 

composé hautement polymérisé avec en moyenne trois liaisons β(1,6) tous les cinq résidus 

glucosidiques (Figure I-28D).  

De nombreux autres BG fongiques ont été décrits dans la littérature mais leur structure 

moléculaire détaillée et la fréquence des branchements restent mal connues. Globalement, le 

degré de branchement et le poids moléculaire des BG varient entre 0,2-0.33 et 100-200 kDa 

respectivement, sachant qu’une structure en triple hélice contenant des liaisons β(1,3) ou 

β(1,6) semble être essentielle à la mise en place d’une réponse biologique efficace [189]. Les 

principales molécules avec un potentiel intéret biologique sont listées dans le Tableau I-8. 

Le Zymosan et le WGP (Whole Glucan Particle) isolés de Sc sont particulièrement bien 

décrits. Le Zymosan a été initialement décrit par Pillemer & Ecker en 1941, puis son étude a 

été complétée par Riggi & Di Luzio dans les années 60 [1,190]. C’est un extrait brut de paroi 

de levure constitué d’un mélange de différents composants dans des proportions qui reflètent 

celles de la paroi de Sc avec un titre en BG compris entre 50 et 60% de la matière sèche [191]. 

En revanche, le WGP est un composé purifié constitué de « fantômes » de paroi et riche en 

BG, sous forme de sphères de 2 à 4 µm de diamètre [192]. 

La structure macromoléculaire des BG issus des levures et des autres champignons est 

largement conditionnée par la source, mais elle dépend aussi du procédé d’extraction. En 

effet, suivant la méthode d’extraction utilisée, la structure des BG peut être modifiée et les BG 

obtenus peuvent être de nature soluble ou insoluble [193]. Par exemple, la présence de 

groupes -COOH semble favoriser la solubilité des composés, de même qu’un degré de 

polymérisation supérieur à 100 [188]. Récemment, Byun et al ont étudié l’influence d’un 

traitement oxydatif sur la solubilité des BG [194]. La solubilité augmente lorsque que la dose 

d’irradiation absorbée augmente. Il existe de nombreuses formes de BG solubles, notamment 

le Grifolan (GRN), le Schizophyllan (SPG) ou le Scléroglucan (SSG) ; les structures de ces 

composés sont en général linéaires en triple hélice en condition aqueuse [183]. Les BG 

insolubles ont été isolés pour la première fois à partir de Lentinus edodes puis des levures (C. 

albicans) grâce à l’utilisation combinée du NaClO oxydatif puis du DMSO 

(diméthylsulfoxide) [195]. 
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Tableau I-8: Exemple de β-glucanes et leur diversité moléculaire [6]. 
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I.3.3 Les autres composants de la paroi de Saccharomyces 
cerevisiae 

I.3.3.1 La chitine 
 

La chitine est considérée comme un composant relativement mineur de la paroi, mais il est 

essentiel à la viabilité cellulaire du point de vue structural [196]. La chitine ne représente que 

1 à 2% de la matière sèche totale de la paroi des levures alors qu’elle peut atteindre 10 à 20% 

chez les champignons filamentaires de type Aspergillus ou Neurospora [187]. Lorsqu’une 

mutation affecte la glucan-synthase responsable de la synthèse des BG, le protoplaste engage 

une voie de signalisation dite ‘salvatrice’ dans laquelle la synthèse de chitine est élevée pour 

restaurer la résistance de la matrice pariétale. Absente dans les espèces animales, la chitine est 

présente chez les levures, les nématodes parasitaires, les insectes et les coquilles des crustacés 

[197]. Non toxique et non nocive pour l’environnement, la chitine est largement utilisée pour 

des applications cosmétiques, médicales et en agriculture. Pour son utilisation commerciale, la 

chitine est extraite de la coquille des crustacés à partir des sous-produits de l’industrie marine 

[198].  

La chitine est un long homopolymère de N-Acetylglucosamine lié en β(1,4). Elle est reliée par 

des liaisons glucosidiques aux branchements des β(1,3)- et des β(1,6)-glucanes (Figure I-27) 

[199]. La forme la plus répandue en milieu aqueux et dans la paroi des autres champignons est 

l’α-chitine.  

Sa structure est similaire à celle de la cellulose, la différence étant la présence d’un groupe 

aminoacétyl à la place d’un groupe hydroxyl sur le carbone 2 de la chitine [200] (Figure I-29).  

 

Figure I-29: Structure chimique de la chitine [181]. 
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Les chaines de chitine des différents modules s’assemblent pour former des micro-domaines 

d’α-chitine qui cristallisent dans l’espace extracellulaire directement adjacent à la membrane 

plasmatique [197]. Ces polymères cristallins possèdent une force de tension élevée ce qui 

explique une contribution significative à l’intégrité globale de la paroi. 

Le mécanisme précis de la synthèse de la chitine est fonction de l’espèce et implique plusieurs 

étapes de conversion enzymatique à partir des chitine-synthases. Les polymères de chitine qui 

en résultent sont insolubles dans la quasi-totalité des solvants organiques et sont extraits de 

leur source, principalement de la coquille de crustacés, par décalcification grâce à l’acide 

hypochlorique et par déprotéinisation à l’aide d’un traitement alcalin à haute température. Les 

microparticules de chitine sont ensuite purifiées et sélectionnées selon leur taille par 

sonication, broyage puis tamisage/filtration à la taille de 10 µm.  

Certaines parois de champignons pathogènes, tels que Cryptococcus neoformans ou Candida 

albicans contiennent du Chitosan, un dérivé désacétylé soluble de la chitine [201]. Il s’agit 

d’un copolymère composé de 20% de résidus GlcNAc et 80% de résidus glucosamine (GlcN). 

Il est obtenu grâce à un traitement alcalin chaud [202]. Le terme Chitosan désigne en réalité 

une famille de chitine dé-N-acétylée de différents degrés, qui se caractérisent par leur poids 

moléculaire mais surtout par le degré de désacétylation (DD) [203]. 

Contrairement aux autres polyosides présents dans la nature (cellulose, pectine, dextran…), le 

Chitosan est un composé hautement basique ce qui explique sa capacité à former des biofilms 

ou à chélater des ions métalliques. En fonction des conditions physico-chimiques 

environnantes et des DD, la solubilité du Chitosan peut être modifiée.  

Par exemple, l’addition de sels en solution augmente la force ionique et abaisse la solubilité 

des chitosans. Inversement, leur présence dans la paroi fongique peut également accroitre sa 

plasticité ce qui permet au protoplaste de s’adapter aux différents stimuli environnementaux 

[204]. Il a d’ailleurs été montré que les souches incapables de convertir la chitine en chitosan 

sont sensibles à des réactifs tels que les détergents ioniques (SDS) ou le NaCl qui modifient la 

pression osmotique et les échanges avec le milieu extracellulaire. Le Chitosan joue donc un 

rôle important dans le maintien de l’intégrité de la paroi des champignons quelles que soient 

les conditions du milieu environnant. 
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I.3.3.2 Les mannoprotéines 
 

Les polymères de mannanes, qui ne peuvent exister sous cette forme, sont associés à des 

protéines de façon covalente pour constituer les mannoprotéines. Elles représentent environ 

40% des polyosides (matière sèche totale) et sont le principal composant de la matrice 

pariétale (Figure I-26 et Figure I-30). Leur insertion au sein de la paroi a été abordée 

précédemment dans la section La paroi des levures, structure et fonction (page 74). Le terme 

« mannane » désigne également le principal composant soluble doté de propriétés 

immunostimulantes présent dans la couche externe de la paroi de C. albicans. Il est également 

connu sous le nom de phosphomannoprotéine ou de complexe phosphospeptidomannane. 

Cette fraction de paroi est constituée d’homopolymères de D-mannose, de 4 à 5% de protéines 

et de 1 à 2% de phosphates [205]. Bien que des études génétiques et biochimiques aient révélé 

que la structure des mannoprotéines varie considérablement entre les espèces [206], les 

caractéristiques générales de ces polymères sont similaires entre C. albicans et Sc.  

 

Figure I-30: Les relations des mannoprotéines avec les autres composants de la paroi de S. cerevisiae [174]. 

Les modules prototypiques et leurs composants sont colorés et nommés individuellement : les polypeptides des 
mannoprotéines (bleu), les oligosaccharides liés en O ou en N (jaune). La chitine peut également être branchée au 
β(1,6)-glucanes. Seules quelques branches de BG sont illustrées. 

Les mannoprotéines de la paroi sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique (RE) de la 

levure puis sont transportées vers la paroi par la voie sécrétoire (Tableau I-7) [207]. Une fois 

que les protéines ont atteint la lumière du RE, elles peuvent faire l’objet de modifications 

post-transcriptionnelles, notamment l’addition d’oligo-osides riches en résidus mannose (les 

mannanes).  
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Les polymères de mannoses sont liés à la fraction protéique et notamment aux résidus : 

 (i) asparagine (Asn), grâce à des liaisons N-glycosidiques (ou amide) entre deux résidus 

GlcAc (di-N-acetylchitobiose), et 

(ii) thréonine/sérine (Thr/Ser), grâce à des liaisons O-glycosidiques (ou ester), sensibles aux 

conditions alcalines [177]. 

Les mannanes subissent ensuite un processus d’élongation dans l’appareil de Golgi, où ils 

acquièrent leur structure définitive. 

Les « O-linked mannanes » sont formés de simples résidus mannose liés en α(1,2), en α(1,3) 

ou en β(1,2) chez C. albicans (jusqu’à 5 unités). Les « N-linked mannanes » sont composés 

d’une chaine principale de résidus α(1,6)-mannopyranosyl (jusqu’à 200 unités), à laquelle 

s’attachent des chaines latérales de résidus mannose liés en α(1,2) qui ressemblent aux « O-

linked mannanes » [208]. Ces branches peuvent être constituées de liaisons terminales en 

α(1,2)-, en α(1,3)- ou en β(1,2)-résidus.  

De façon commune aux N- ou aux O-linked mannanes, les oligo-osides s’attachent à ces 

branches grâce à des liaisons phosphodiester pour former les phosphomannanes. Ils peuvent 

être considérés comme un squelette moléculaire pour les N-linked mannanes suite à l’ajout de 

plusieurs β(1,2)-mannoses (jusqu’à 14 unités). 

Les chaines des « O-linked mannanes » sont courtes et rigides, et en entrelaçant les β(1,3)-

glucanes, ils contribuent au renforcement de la paroi de l’organisme [180]. De plus, les 

mannoprotéines montrent en général un niveau élevé de glycosylation. Le rôle des protéines 

pariétales liées par des liaisons covalentes dans des processus comme la rétention d’eau, 

l’adhésion et la virulence n’est plus à démontrer. Nombre de ces fonctions requièrent une 

glycosylation appropriée. La survenue de mutations dans les voies de synthèse de la 

mannosylation ou de la glycosylation affecte collectivement toutes les mannoprotéines, altère 

la composition de la paroi et est à l’origine de phénotypes multiples tels que l’hypersensibilité 

au stress ou à certains agents [179,209]. 

La structure des mannoprotéines peut également varier suivant les espèces et les souches de 

champignons. C’est le cas d’Aspergillus fumigatus dont la paroi possède des galactomannanes 

[185,210]. Ces polymères sont composés d’une chaine principale de résidus α-mannoses à 

laquelle sont reliées des courtes chaines latérales de résidus β(1,5)-galactofuranoses. Tout 
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comme les N- et O-linked mannanes, le galactomannane est associé au β(1,3)-glucane pour 

former un réseau complexe qui stabilise la paroi des espèces fongiques. 

I.3.3.3 Les glycolipides 
 

Les glycolipides sont des composants mineurs de la paroi des levures et des hyphes. Ils 

représentent entre 1 et 7% de la matière sèche de la paroi [205]. Plusieurs études ont identifié 

la présence d’un glycolipide, le phospholipomannane (PLM) dans la paroi de C.albicans 

[211]. Ce glycolipide est formé d’un phytocéradime, un domaine polysaccharadique 

hydrophile constitué par une chaine linéaire de 19 résidus β(1,2)-mannoses. Ce 

phytocéramide fait la jonction entre la phytosphyngosine et un acide gras hydroxylé C(24). Ce 

dernier joue le rôle d’échafaudage moléculaire pour la chaine linéaire et contribue à 

l’expression de β(1,2)-oligomannoside à la surface de la paroi du champignon, qui agit 

comme une adhésine pour les cellules de la lignée phagocytaire [211–213]. Cette action 

combinée à celle de la libération de PLM (phospholipomannane) par la levure pathogène 

lorsqu’elle entre en contact avec le macrophage, contribue à la virulence de C. albicans [213]. 

Ainsi, le β(1,2)-oligomannoside, qui est spécifiquement exprimé à la surface de C. albicans et 

non celle de Sc, est un élément clé discriminatoire de la détection des levures pathogènes par 

les cellules de l’hôte [214]. 

 

I.3.4 Méthodes d’extraction des BG 
 

Les différentes étapes de purification des β(1,3)(1,6)-glucanes ont une importance majeure 

dans la mesure où elles peuvent affecter les propriétés physicochimiques et fonctionnelles des 

BG, i.e. la composition chimique, la solubilité, la viscosité, les propriétés d’hydratation et de 

liaison aux substrats lipidiques [188].  

Le processus de fractionnement a pour but d’isoler les fractions d’intérêt, de quantifier les 

constituants et d’éliminer les composés indésirables. Par exemple, lors de la purification des 

β(1,3)(1,6)-glucanes de Sc, les autres composés tels que les protéines, les lipides, les acides 

nucléiques contaminants, les minéraux et les mannanes sont éliminés en grande partie [215]. 

Les procédés d’extraction et de purification influencent considérablement la pureté des BG 

extraits, ainsi que le rendement obtenu. Le Tableau I-9 répertorie quelques résultats d’études 

réalisées sur le sujet [216–222].  
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Tableau I-9: Effets des différents procédés d’extraction sur la pureté et le rendement en BG [188]. 

Toutes les données présentées sont exprimées en ratio de poids. nd, non déterminé. 
adétermination grâce à la méthode phénol/acide sulfurique. 
 bcomparé à la matière sèche totale de la paroi.  
cfait référence au D-glucanes commerciaux de Zhuhai (Chine). 

En raison de l’attrait pour les BG et notamment pour l’exploitation de leurs propriétés 

biologiques en industrie alimentaire, agronomique, cosmétique et thérapeutique, de 

nombreuses méthodes d’extraction ont été publiées dans l’intention d’obtenir un prébiotique 

facilement incorporable dans les produits finaux [223]. 

La méthode la plus couramment utilisée pour l’extraction des BG de la paroi de Sc repose sur 

l’application d’un traitement acide et alcalin [215]. En revanche, cette méthode comporte 

certains inconvénients dans la mesure où une grande quantité de BG est dégradée et peut alors 

être répartie à différents niveaux des gradients formés dans les surnageants au cours du 

processus de fabrication avec comme conséquence un rendement faible, en comparaison de la 

proportion initiale présente dans la paroi brute, et donc à une altération voire la perte des 

propriétés biologiques [224]. En outre, les réactifs utilisés sont toxiques et corrosifs [225]. 

Dans les espèces fongiques, l’extraction des BG est d’autant plus complexe à cause de la 

complexité structurale de la paroi et de la présence de pigments indésirables tels que la 

mélanine [223]. En général, les BG de ces sources sont extraits et fractionnés par rupture des 

liaisons hydrogène grâce à un traitement thermique suivi parfois d’un traitement en conditions 

alcalines, suivant le processus décrit chez le champignon Basidiomycetes aphyllophorales. 
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Plus récemment, des recherches ont été menées sur de nouvelles méthodes d’extraction visant 

à optimiser le degré de purification des produits tout en réduisant les coûts de production. Les 

méthodes traditionnelles sont modifiées et sont combinées ou non à un traitement 

enzymatique. Par exemple, l’utilisation de la sonication après le traitement thermique ou une 

homogénéisation avant le traitement enzymatique contribuent largement à une amélioration 

de la qualité de l’extraction des BG par rapport aux méthodes classiques [217,219]. Cette 

alternative a notamment été investiguée chez Sc en combinant traitement à haute température, 

puis digestion enzymatique avec des enzymes comme la savinase et la lipolase [218]. Pour 

d’autres types fongiques, tels que Pleurotus cornucopiae, une hydrolyse enzymatique permet 

d’obtenir une fraction de BG solubles facilement récupérable [223]. La production de 

Grifolan, un BG soluble extrait de Grifola frondosa repose sur la fermentation et non la 

culture du dit champignon, une méthode originale qui permet de faciliter l’isolement de la 

fraction sans avoir recours à une étape d’extraction. 

La notion de solubilité a déjà été mentionnée plus tôt dans ce manuscrit (cf. Les béta-

glucanes, sources et structures associées). Selon leurs propriétés de solubilisation, les BG 

peuvent être classés en trois catégories principales: (i) les β(1,3)-glucanes insolubles en milieu 

alcalin et dans l’acide acétique, (ii) les β(1,3)-glucanes solubles en milieu alcalin et (iii) les 

β(1,6)-glucanes à haut niveau de branchement [189].  

Ces étapes de purification, qui ne sont que rarement décrites dans le détail des articles publiés, 

ont une importance capitale pour la compréhension des phénomènes observés. En effet, la 

structure des BG et plus largement les propriétés physicochimiques de ces composés sont 

extrêmement corrélées aux activités biologiques potentielles de ces produits. Bien que le 

débat soit toujours engagé, de nombreuses études attestent que les BG insolubles (ou 

particulaires) sont dotés d’une meilleure activité immunostimulante que les BG dits solubles 

[2]. 

I.3.5 Activités biologiques des BG et intérêts pour la santé 
 

Depuis des millénaires, de nombreux produits naturels provenant des Basidiomycètes sont 

utilisés par les médecines traditionnelles orientales, notamment en Chine et au Japon comme 

complément alimentaire avec une allégation santé. Ce n’est que récemment que les BG ont été 

identifiés comme étant les principes actifs contenus dans ces produits [1].  
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Par conséquent, de nombreuses études se sont intéressées à leur influence sur la santé 

humaine et animale, et ont identifié des effets immuno-modulateurs, anti-tumeurs, 

antioxydants et anti-radicaux libres, anti-cholestérol, anti-diabète, antiparasitaires, 

antifongiques, antibactériens, hépato-protecteurs, de détoxification ainsi que des effets positifs 

sur le système cardiovasculaire [6,183,188]. Les multiples effets favorables induits par les BG 

laissent penser qu’ils sont capables de stimuler une immunité non spécifique à large spectre 

chez l’hôte. 

I.3.5.1 Importance des BG dans le traitement des cancers 
 

La première fonction attribuée aux BG qui ait été décrite est la fonction inhibitrice sur 

l’apparition et la croissance des tumeurs [226,227]. Depuis cette découverte, de nombreuses 

expérimentations utilisant des modèles animaux ont révélé des effets bénéfiques des BG 

d’origine fongique sur un large panel de tumeurs grâce à l’activation des cellules de l’hôte 

(cellules NK par exemple) [228].  

Ils peuvent aussi bien limiter l’apparition des cancers que la prolifération des cellules 

métastatiques [6]. Bien que préliminaires et controversées, les données obtenues chez 

l’homme laissent présager des bénéfices potentiels des BG dans le traitement des cancers. En 

effet, au Japon, les BG tels que le Lentinan, le Schizophyllan et le PSK font d’ores et déjà 

partie du traitement clinique post-opératoire de certains cancers gastriques et colorectaux pour 

leurs effets positifs sur le taux de survie [7]. Par ailleurs, le β(1,6)-glucane issu du 

basidiocarpe Agaricus blazei testé in vitro sur des cellules humaines ou administré in vivo par 

voie orale chez la souris : (i) induit l’apoptose et enclenche le programme de mort cellulaire 

dans les cellules ovariennes cancéreuses HRA ; et (ii) réduit la dissémination et la croissance 

des tumeurs dans les poumons et la cavité péritonéale chez la souris [229]. Comme le 

suggèrent les études, l’efficacité thérapeutique des BG dépend en majorité de leur 

composition chimique, configuration et propriétés physiques (poids moléculaire, pureté et 

degré de branchement) [230,231]. Celles-ci ont mis en évidence que les BG avec des poids 

moléculaires élevés semblent être plus efficaces que les BG de faibles poids moléculaires.  

Cette efficacité repose non seulement sur le type de polymères (chaine principale) mais 

également sur la présence et la proportion d’autres produits dans la préparation. Un exemple 

clair de cette collaboration a été mis en évidence dans une revue de Borchers à propos des 

effets modulateurs anti-cancer des produits dérivés du champignon Agaricus blazei [232].  
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Ce champignon contiendrait d’autres composants formant un complexe de β(1,6)-, α(1,6)- et 

α(1,4)-glucanes associé à un glucomannane, qui inhibent la tumorigénèse (apparition des 

tumeurs) [183,233]. De plus, l’administration orale directe de la forme complète et lyophilisée 

du fruit chez le rat a induit une meilleure activité anti-mutagénèse (anti-carcinogénèse) dans le 

foie par rapport à l’extrait seul (obtenu par extraction aqueuse) [234]. Des résultats similaires 

ont été observés après un traitement oral à base de Lentinula edodes (ou shiitake) [235]. Les 

auteurs en concluent que les différents polysaccharides présents coopèrent et ciblent 

différentes populations cellulaires et différents récepteurs. Ainsi une stimulation plus 

complexe induite par la totalité des composants du champignon inhibe plus efficacement le 

développement des cellules cancéreuses [232,233]. Bien que certains polyosides sont capables 

d’induire une réponse directe cytotoxique sur les cellules tumorales, il semble que les BG 

induisent préférentiellement une réponse anti-tumeur indirecte, médiée par les cellules de 

l’hôte [236]. En effet, des études menées in vitro et in vivo ont montré que certains polyosides 

peuvent directement inhiber la prolifération des cellules tumorales et/ou provoquer leur 

apoptose par la répression de NFκB [230] ou des divisions cellulaires [237].  

Par ailleurs, les animaux ayant reçu un traitement PSK montrent une augmentation 

significative du nombre de neutrophiles dans les lavages broncho-alvéolaires et une régression 

de la taille et du nombre de tumeurs pulmonaires, reflétant l’activité immuno-modulatrice des 

BG en contexte tumoral [238].  

Les BG peuvent aussi être impliqués dans les phases plus tardives de la carcinogénèse ou du 

développement des tumeurs in vivo comme le prouvent l’augmentation des niveaux de 

production de TNFα, IFNγ, IL-12, IL-1β, la prolifération des cellules NK, l’activation des 

macrophages [238]. De plus, ils peuvent accroitre les capacités anti-oxydantes des cellules de 

l’hôte et activer des enzymes impliquées dans la détoxification des composés mutagènes, 

lorsqu’ils sont administrés in vitro ou in vivo par voie orale [239,240]. Par ailleurs, les BG 

auraient un rôle d’adjuvants notamment grâce à l’augmentation de l’efficacité de certaines 

chimio- ou immunothérapies lorsqu’ils sont utilisés en complément (20% de régression 

supplémentaire par rapport au groupe non traité [241]). 

Finalement, il s’avère que les BG d’origine fongique tels que le Lentinan, Pachymaran, 

Scléroglucan, Grifolan, Curdlan et dérivés d’Agaricus blazei présentent des niveaux 

d’efficacité particulièrement élevés dans différents modèles de cancers in vivo où les taux de 

réduction des tumeurs varient de 90 (Scléroglucan) à 99% (Lentinan) [183]. 
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I.3.5.2 Rôle des BG dans le traitement de l’hypercholestérolémie, du 
diabète, de l’hypertension et la cicatrisation 
I.3.5.2.1 Hypercholestérolémie 
 

Les maladies cardio-vasculaires en relation avec des taux élevés de cholestérol sanguin (LDL) 

sont une des principales causes de décès chez l’homme dans les sociétés occidentales [242]. 

Les LDLs, à la différence des HDLs, ont largement été associés au risque accru de développer 

des maladies coronariennes et artérielles.  

Les BG issus des levures semblent être impliqués dans la réduction de la concentration de 

cholestérol dans le sang, bien que le mécanisme d’action reste à déterminer [6]. D’autre part, 

jusqu’à aujourd’hui très peu d’études se sont intéressées à ce sujet et ne se focalisent que sur 

les BG fongiques. De celles menées à bien, il ressort que les BG sont un moyen sain, peu 

couteux et efficace pour réduire les LDLs et augmenter les taux de HDLs sanguins afin de 

réguler les dyslipidémies et ainsi prévenir l’hypertension et l’athérosclérose à l’origine des 

maladies cardio-vasculaires [243–245]. Dans une étude récente, les effets anti-inflammatoires 

de BG ont été observés sur les cellules des plaques d’athérome et notamment dans les 

macrophages dans lesquels ils inhibent l’activation de MAPK p38 induite par les LDLs 

oxydés [246]. 

I.3.5.2.2 Hyperglycémie/Diabètes 
 

Plusieurs préparations de BG ont montré une réduction significative de la concentration du 

glucose sanguin en période postprandiale, notamment parce qu’ils ralentissent l’absorption du 

glucose et donc régulent le métabolisme du glucose [247]. En effet, chez le rat « diabétique », 

l’ingestion des polyosides issus de Tremella mesenterica et de Tremella aurantia ont conduit 

à la réduction de la glycémie, de même que celle de Phellinus baummi chez le rat diabétique 

dans le modèle de diabète provoqué par la Stretozotocine [248,249]. Il a été montré 

ultérieurement que le composé actif n’est pas un BG mais un autre polyoside complexe. Cela 

met en évidence le risque à interpréter les résultats d’expériences réalisées à partir de 

préparations fongiques non purifiées. Par ailleurs, les mêmes résultats (baisse de la glycémie) 

ont été obtenus suite à la supplémentation orale de 20% de poudre de maitake (Grifola 

frondosa) chez des souris diabétiques notamment grâce à l’augmentation de la sensibilité à 

l’insuline [250]. 
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En revanche, un BG préparé par extraction aqueuse à chaud à partir du basidiocarpe Agaricus 

blazei a montré une activité anti-hyperglycémie, anti-hypertriglycéridémie et anti-

hypercholestérolémie chez le rat diabétique [251]. Une fois encore, la contribution effective 

du BG ou des oligosaccharides dérivés est mise en question dans cette étude. 

Cependant, une étude de 2014 a révélé qu’un traitement à base de BG purifié issu de Sc 

(disponible chez Sigma) retarde significativement l’hyperglycémie chez les souris NOD pré-

diabétiques, notamment par leur activité immuno-régulatrice amplifiée en collaboration avec 

des antigènes de cellules pancréatiques β [252]. La structure de cette préparation de BG ainsi 

que son mécanisme d’action ne sont cependant pas connus. Il est donc nécessaire de préciser 

les caractéristiques structurales pour comprendre les mécanismes associés aux activités 

observées [6]. 

I.3.5.2.3 Hypertension artérielle 
 

Bien que la capacité des BG à réduire l’hypertension soit encore une notion floue, certaines 

études ont associé l’administration de préparations de BG au contrôle de la pression artérielle.  

En effet, la perfusion intraveineuse d’un extrait aqueux de mycélium de Pleurotus sajor-caju 

provoque une diminution de la pression sanguine moyenne chez le rat de façon corrélée à la 

dose administrée, le composé actif n’ayant pas encore été identifié [253].  

Chez le rat génétiquement déficient sujet à l’hypertension spontanée (SHR), une diète 

contenant 5% de maitake a montré les mêmes effets [6]. Les données issues de la 

caractérisation structurale laisse penser que les effets observés ne sont pas forcément associés 

à la présence de BG. Par exemple, le composé du champignon Tamogi-take (Pleurotus 

cornucopiae) responsable de la réduction de la pression sanguine chez le rat SHR s’est révélé 

être le D-mannitol [254]. En revanche, la consommation de la totalité du basidiocarpe maitake 

et de son extrait soluble conduit à une baisse de la pression sanguine dans un modèle de rat 

diabétique (ZFR, Zucker fatty rats) [255].  

Ainsi la possible implication des BG dans le contrôle et la réduction de l’hypertension 

artérielle reste floue, tout comme certains effets biologiques discutés ici. Il semble donc 

indispensable de concentrer les efforts sur l’utilisation de BG purifiés et structuralement 

caractérisés avec davantage de précision. 
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I.3.5.2.4 Le processus de cicatrisation 
 

Des études réalisées dans des modèles animaux et chez l’homme ont montré que les 

macrophages activés par les BG issus de Sc sont capables de favoriser le processus de 

cicatrisation et de limiter la présence de tissus cicatriciels après un traumatisme ou une 

chirurgie [250].  

Comparés à d’autres polyosides (inuline, carraghénane, dextrane, amidon), les BG accélèrent 

la cicatrisation lorsqu’ils sont utilisés dans des conditions expérimentales. D’autre part, chez 

l’homme, l’application locale de β(1,3)-glucanes associée à un antibiotique semble améliorer 

la cicatrisation grâce à une meilleure épithélialisation [244]. De même, en cas de brulures 

graves et de dommages localisés, l’utilisation de BG augmente le nombre de macrophages et 

favorise la formation de granulomes [256]. Plus spécifiquement, les BG entrainent la 

production de collagène et de NF-1 (Nuclear Factor-1) par les fibroblastes humains. 

L’inhibition de ce dernier bloque l’induction de protocollagène à l’origine de nombreux 

facteurs de croissance impliqués dans la cicatrisation. 

I.3.5.2.5 Action anti-oxydante des BG 
 

Les antioxydants sont des substances naturelles capables de protéger l’hôte contre l’action des 

radicaux libres et de réduire les risques de développer diverses affections. Bien que l’acide 

ascorbique (vitamine C) ou l’α-tocophérol (vitamine E) soient les composés antioxydants par 

excellence, les chercheurs s’intéressent depuis peu au potentiel antioxydant des polyosides 

[188]. Parmi eux, les β(1,3)-glucanes issus de Sc semblent être impliqués dans la 

séquestration des radicaux libres [218]. Par ailleurs, les BG provenant des espèces 

d’Aspergillus ont été associés à une activité anti-oxydante (par capture des radicaux libres) 

plus marquée que l’acide ascorbique à la même concentration [188]. Une étude a également 

montré que les BG, grâce à leurs actions antioxydante et hydratante, entrent dans la 

composition de certains traitements ou produits (crèmes, gels, écrans solaires) qui préviennent 

les effets cutanés causés par le rayonnement solaire [257]. 

I.3.5.2.6 Les applications prébiotiques des BG 
 

Le tractus digestif se caractérise par l’existence de diverses populations de micro-organismes, 

désignées par le terme de microbiote, qui s’adapte au régime alimentaire de l’hôte et reflète 
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son état de santé. Le concept de prébiotiques permet d’augmenter la digestibilité de certains 

aliments grâce à l’introduction d’une ou plusieurs nouvelle(s) population(s) capable(s) de 

dégrader certaines molécules et d’améliorer son état de santé. Les plus connus des effets des 

prébiotiques sont l’augmentation de la digestibilité du lactose, la réduction du cholestérol, 

l’augmentation de la résistance à certains agents pathogènes et la stimulation du système 

immunitaire [223]. Plusieurs études se sont concentrées sur les possibles applications 

prébiotiques des BG et ont révélé une augmentation de la croissance de certaines populations 

de bactéries lactiques du genre Lactobacillus et Bifidobacterium dans le tractus intestinal, 

pouvant avoir des effets bénéfiques sur la santé humaine [188]. L’utilisation des BG en tant 

que prébiotiques peut favoriser la colonisation du tractus digestif par une flore bactérienne 

bénéfique. Récemment, la déficience en Dectin-1 a été associée à la présence significative de 

Lactobacillus murinus dans le microbiote [258]. 

I.3.5.3 Importance des BG dans le traitement des maladies 
infectieuses 
 

Un des problèmes majeurs du contrôle des maladies infectieuses, sous-estimé jusqu’il y a 

quelques années, est le développement d’antibio-résistance. Des BG d’origine fongique sont 

efficaces sur certains agents pathogènes, notamment grâce à la mise en place de mécanismes 

immuno-modulateurs. Dans cette section, je présenterais une vision globale de l’utilisation 

des BG dans la lutte contre les agents bactériens, viraux et fongiques. Les mécanismes précis 

de l’interaction des BG avec les cellules de l’immunité innée seront détaillés dans la partie 

suivante. 

I.3.5.3.1 L’activité antivirale des BG fongiques 
 

Bien que les données de la littérature ne soient qu’en majorité descriptive, le Curdlan 

bactérien, le Zymosan, le SPG, et le Lentinan semblent efficaces dans la prévention des 

infections associées à plusieurs agents viraux [250]. Alors que le SPG contrôle les infections 

chroniques par le virus de l’hépatite B en modulant les réponses immunitaires cellulaires et 

humorales [259], un Sc BG augmente le taux de survie des cellules provenant des souris 

infectées expérimentalement par ce virus en stimulant l’activité phagocytaire et en inhibant la 

nécrose [260].  
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Le Zymosan, un extrait brut de Sc, amplifie la réponse vaccinale au virus VIH (human 

immunodeficiency virus) chez la souris inoculée par voie intramusculaire, notamment via la 

stimulation d’une immunité Th1 (induction de l’IFNγ et d’immunoglobuline G2a) par les 

macrophages et les APC recrutées sous l’action du complément [261]. Le Zymosan 

administré par voie orale chez le porc est également impliqué dans la baisse de la charge 

virale évaluée par la quantification des acides nucléiques viraux dans les poumons suite à 

l’inoculation intranasale par le virus influenza (SIV, Swine Influenza Virus). Les 

concentrations d’IFNγ et d’oxyde nitrique mesurées dans les lavages broncho-alvéolaires des 

animaux ayant reçu le traitement oral aux BG étaient significativement plus élévées [262]. 

Des essais cliniques préliminaires réalisés chez des patients infectés par le HIV ont montré 

que seul ou en combinaison avec des agents antiviraux, le Lentinan (administré par i.v.) est 

associé à une augmentation du nombre de cellules CD4, la réponse développée contre le virus 

étant plus marquée lors de la double administration [6]. 

I.3.5.3.2 L’activité antifongique des BG fongiques 
 

Lors d’immunodépression dans le cas d’une infection par le VIH ou d’un cancer, la survenue 

d’infections fongiques par des agents opportunistes ou une sollicitation excessive du système 

immunitaire peut devenir critique pour la survie du patient. Comme précisé plus tôt, les BG 

sont les composants majeurs des parois des champignons pathogènes et sont probablement 

des activateurs importants du système immunitaire [173,263].  

Certains BG sont capables d’activer les cellules phagocytaires (macrophages, neutrophiles, 

cellules dendritiques) et ainsi améliorer la réponse immunitaire innée contre les infections 

fongiques [264]. C’est notamment le cas des BG isolés de Pneumocystis carinii qui activent 

les cellules épithéliales alvéolaires pour promouvoir la réponse innée et la sécrétion de 

cytokines [265]. Par ailleurs, le Zymosan a également une action sur la protection de l’hôte 

contre les infections provoquées par les champignons pathogènes tels que Candida albicans et 

Pneumocystis carinii [266–269]. Les macrophages péritonéaux isolés à partir de souris ayant 

reçu par i.p. des BG particulaires de Sc ont une activité microbicide dirigée contre 

Paracoccidioides brasiliensis plus élevée que les cellules provenant d’animaux non traités 

[270]. Les cellules spléniques de ces souris produisent également significativement plus de 

TNFα et d’IL-12. Par ailleurs, la dissémination de P. brasiliensis est inhibée dans la rate et 

dans le foie par un traitement d’IL-12 exogène [271].  
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L’efficacité des traitements de chimiothérapie contre les infections provoquées par des agents 

opportunistes est souvent faible. Pourtant certaines études ont montré qu’en combinant une 

thérapie à base d’agents antifongiques et le G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor) 

comme stimulant de la réponse, il est possible de traiter efficacement des souris immuno-

déficientes infectées par Aspergillus fumigatus [272]. A ce jour bien qu’aucun traitement 

similaire ne soit mis en place, il semble important de mentionner que les BG d’origine 

fongique peuvent agir en coopération avec d’autres agents antifongiques et/ou stimulants 

immunitaires dans le but de lutter contre les infections opportunistes [273]. 

I.3.5.3.3 L’activité antibactérienne des BG fongiques 
 

Certains BG incluant le Lentinan, le WGP (Whole Glucan Particle), sa forme soluble le PPG 

(Bétafectine) et le SSG (Sclerotinia sclerotiorum Glucan) ont été identifiés comme des 

modulateurs de la réponse antibactérienne.  

Chez la souris, les effets protecteurs du Lentinan contre Mycobacterium tuberculosis ont été 

mis en évidence dans un modèle infectieux, et se sont manifestés par l’augmentation du 

nombre de macrophages péritonéaux [274]. In vitro, les macrophages ainsi générés ont 

montré une activité bactéricide plus marquée envers les cellules infectées par l’agent 

pathogène [275]. Dans cette étude, l’administration de Lentinan par i.p., a contribué à réduire 

les dommages tissulaires causés par cet agent bactérien.  

Le WGP particulaire, tout comme le PPG soluble, des β(1,3)(1,6)-glucanes purifiés à partir de 

Sc, ont contribué efficacement à l’élimination des infections liées à Bacillus anthracis 

notamment grâce à la production de cytokines pro-inflammatoires [276]. L’efficacité du PGG 

a été mise en évidence contre une souche de Staphylococcus aureus résistante à différents 

antibiotiques de la famille des β-lactamines (incluant la méticilline) en améliorant le taux de 

survie des patients de 80% [277].  

Le PGG a également contribué au traitement des cobayes infectés par des souches de S. 

aureus et de S.epidermis résistantes à la méticilline [278]. Un dernier exemple ciblant le PGG 

et sa diversité d’action peut être cité : le PGG a réussi à prévenir la formation d’abcès suite à 

des infections localisées ; cet effet est encore accru lorsqu’il est utilisé en combinaison avec 

un antibiotique comme la céfazoline [279]. Si tous les résultats s’accordent à dire que le PGG 

présente un intérêt dans l’induction de réponse bactéricide à l’encontre un grand nombre 
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d’agents pathogènes, ce n’est pas le cas du zymosan et du SPG. En effet, les investigations 

portées sur l’évaluation des dommages tissulaires à la suite d’un challenge au LPS aboutissent 

à des résultats contradictoires. Certains ont montré que le SPG réduisait considérablement la 

toxicité associée à une stimulation au LPS par l’induction de Tnfa dans les cellules du foie 

chez le rat [280]. Cette hypothèse a néanmoins été contestée par certains auteurs ayant 

observé l’aggravation des lésions hépatiques initialement provoquées par le LPS, par le 

zymosan suite à la sécrétion de cette cytokine dans les cellules de Kupffer (macrophages 

hépatiques), ce qui accroit leur sensibilité au LPS [6]. 

Finalement, l’utilisation des BG pourrait être plus intéressante à titre préventif qu’à titre 

curatif, puisque le système immunitaire pourrait être conditionné et ainsi mieux à même de 

développer une réponse plus efficace à une infection subséquente. Une fois encore, il s’agit 

d’observations réalisées à partir de préparations de BG et non de BG purifiés, rendant difficile 

l’identification des ligands réellement responsables des effets favorables.  

Ceci explique probablement les résultats contradictoires obtenus d’une préparation de BG à 

l’autre en condition infectieuse. Aucune étude n’a été consacrée à l’étude d’un récepteur en 

particulier et de son rôle effectif dans la mise en place d’une réponse antibactérienne à partir 

de la reconnaissance des BG d’origine fongique. 

I.4 Interaction spécifique des BG et autres composants de 
la paroi de levure avec le macrophage 
 

Considérant l’universalité de leur présence dans différents organismes dont certains sont 

potentiellement pathogènes et qui peuvent entrer en contact avec les organismes supérieurs, il 

n’est pas surprenant que certains composants de la paroi des champignons ou levure soient 

reconnus par le système immunitaire inné. Les conséquences de cette interaction dépendent 

du type cellulaire impliqué et de la nature des récepteurs engagés. Comme nous l’avons 

précédemment décrit, les cellules immunitaires des mammifères disposent d’un arsenal de 

PRRs qui détectent spécifiquement des structures portées par des organismes étrangers à 

l’organisme. Les composants des parois et notamment les BG se comportent comme des 

PAMPs, peuvent être reconnus par les divers PRRs et ainsi induire une activation de certaines 

cellules immunitaires. Alors que les expérimentations menées in vitro permettent le contrôle 

et la connaissance du type cellulaire testé voire même du récepteur ciblé, les conditions in 
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vivo impliquent l’activation possible de plusieurs types cellulaires et de récepteurs qui 

peuvent coopérer ou agir de façon opposée.  

D’autre part, la section précédente nous a permis d’identifier de nombreux et divers effets 

biologiques induits par l’administration in vivo de préparations de BG. Parfois contradictoires 

selon les études, les données extraites reflètent la nécessité de caractériser plus finement ces 

préparations de BG, terme qui fait référence à une classe de polymères très hétérogènes, longs 

ou courts, branchés ou non, particulaires ou solubles, purifiés ou non, pouvant être extraits 

selon différentes méthodes à partir de différentes sources. Ainsi cela conduit à des 

extrapolations souvent inappropriées quant aux réactions immunitaires induites par les BG 

eux-mêmes, et par conséquent à attribuer injustement certaines propriétés aux BG qui sont le 

fait d’autres composants de la paroi des champignons. Il convient donc d’accorder une 

attention particulière aux composés effectivement présents dans les préparations et aux 

récepteurs ciblés. 

I.4.1 Les récepteurs et voies de signalisation impliqués dans la 
reconnaissance des BG 
 

Chez les mammifères, la reconnaissance des BG est un processus qui s’opère via des 

récepteurs cellulaires surfaciques. Initialement identifiés à la membrane plasmique des 

monocytes humains dans les années 1980 [281], ils ont ensuite été décrits chez d’autres 

cellules immunitaires telles que les neutrophiles, les macrophages, les cellules NK, les 

éosinophiles, mais aussi les cellules épithéliales alvéolaires, les cellules endothéliales et les 

fibroblastes [282].  

La reconnaissance des BG et notamment les β(1,3)-glucanes met en jeu plusieurs récepteurs 

dont Dectin-1, CR3 (CD11b/CD18 ou Mac-1), trois membres de la famille des récepteurs 

scavenger (CD5, CD36 et SCARF-1) et le glycosphingolipide membranaire Lactosylcéramide 

[176]. Les principaux rôles et conséquences de leur interaction avec les BG sont résumés dans 

le Tableau I-10 et la Figure I-31. Parmi ces molécules, Dectin-1 a été identifié comme le 

récepteur majeur des β(1,3)-glucanes sur les leucocytes [283,284] car l’utilisation de souris 

déficientes pour le récepteur ou celle d’anticorps neutralisants spécifiques aboutit à l’abolition 

totale de la réponse des macrophages [267,285]. 
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Tableau I-10: Nature, rôle et effets des récepteurs de BG [6]. 

 

Figure I-31: Les voies de signalisation possiblement médiées par les récepteurs des BG fongiques [6]. 

 

I.4.1.1 CR3, Lactosylcéramide et récepteurs Scavenger 
I.4.1.1.1 Le récepteur du complément récepteur CR3 
 

Le récepteur CR3 (Mac-1 ou αmβ2) est une intégrine qui rassemble les sous-unités CD11b et 

CD18 par une liaison non covalente. Alors que le CD11b n’est présent que pour CR3, CD18 

est omniprésent chez toutes les intégrines β2.  
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L’importance des intégrines est considérable pour l’organisme car la perte de CD18 entraine 

la déficience de l’adhésion des leucocytes causant des infections récurrentes, qui à terme sont 

souvent létales [282].  

CR3 dont l’expression augmente au moment de l’activation cellulaire, est exprimé 

principalement à la surface des neutrophiles, des monocytes circulants et des cellules NK 

mais aussi des macrophages, des DC, des éosinophiles et certains lymphocytes B et T [286]. 

CR3 fonctionne comme une adhésine et dispose de deux sites de liaison sur CD11b : (i) un 

site non opsonique localisé à l’extrémité C-terminale qui reconnait divers ligands exogènes et 

(ii) un site opsonique localisé à l’extrémité N-terminale pour iC3b (Cleaved component 3 

fragment of serum complement system), ICAM-1 et le fibrinogène. CR3 possède un domaine 

lectin-like distinct situé à l’extérieur du I-domaine de CD11b, qui est capable de se lier 

sélectivement et avec une forte affinité aux glucides (5 x 10-8 M) et notamment aux β(1,3)-

glucanes [287,288]. 

L’engagement de CR3 par les BG entraine une adhésion accrue à l’agent microbien grâce à la 

modification de l’affinité du récepteur pour son ligand, active la voie de signalisation iC3b et 

induit cytotoxicité, phagocytose et migration (Figure I-31) [289,290]. Il semblerait que la 

cytotoxicité et la phagocytose requièrent un second stimulus puisque ces effets sont abolis par 

l’utilisation d’anticorps anti-CR3. En effet, la cytotoxicité médiée par CR3 a montré 

l’implication des kinases Syk et Phosphatidylinositol-3(PI3K) (Figure I-31) [291]. Par 

ailleurs, la translocation du récepteur et la signalisation via la kinase Lyn sont nécessaires à la 

phagocytose induite par CR3 [292].  

CR3 identifié dans les années 80 [293], a longtemps été considéré comme le récepteur majeur 

des β(1,3)-glucanes dont la reconnaissance est associée à des effets anti-tumoraux [289,294], 

des effets liés à la chimiotaxie des neutrophiles, aux fonctions d’adhérence et de migration 

transendothéliale [295,296]. De façon surprenante, certaines études suggèrent que CR3 ne 

reconnait que les BG de faibles poids moléculaires (préférablement 25 kDa), générés par 

l’action des cellules phagocytaires sur les BG de poids moléculaires élevés [241,291]. 

L’identification d’autres récepteurs de BG en particulier Dectin-1 (cf. section correspondante) 

ainsi que la capacité non altérée des leucocytes CR3-/- à reconnaitre et à répondre aux BG, 

remettent en cause le postulat précédent et semblent indiquer que CR3 ne joue qu’un rôle 

mineur dans la reconnaissance des BG [283,297,298].  



 
100 

 

Cette dernière hypothèse est particulièrement vraie pour les neutrophiles et les macrophages 

qui expriment les deux récepteurs, Dectin-1 et CR3. Pour autant, ceci n’exclut pas la 

possibilité que ces 2 récepteurs soient tous les deux requis pour l’activation cellulaire induite 

par les BG. En revanche, dans le cas des cellules NK, et de toutes les cellules qui n’expriment 

pas Dectin-1, CR3 reste le récepteur majeur des BG [6].  

I.4.1.1.2 Le Lactosylcéramide (LacCer) 
 

Le Lactosylcéramide (LacCer, CDw17 ou Galβ4Glcβ1Cer) exprimé dans des micro-domaines 

à la surface des neutrophiles et des cellules endothéliales est un glycolipide qui contient un 

lipide hydrophobe, le céramide et un fragment glucidique hydrophile. LacCer est connu pour 

se lier et adhérer à divers micro-organismes, notamment C. albicans, et peut ainsi jouer un 

rôle important dans l’immunité innée, en particulier pour les cellules non immunitaires [299]. 

La capacité du LacCer à reconnaitre les β(1,3)-glucanes a été démontrée pour la première fois 

grâce des composants isolés des membranes plasmiques des leucocytes humains et un BG 

soluble issu de Sc, le PGG [300]. Cette étude a également révélé que seul l’usage d’anticorps 

anti-LacCer ou d’un BG de poids moléculaire élevé pouvait inhiber l’interaction avec le BG 

ainsi que les voies de signalisation subséquemment induites. Bien que le mécanisme d’action 

de LacCer dans l’immuno-modulation reste encore mal défini, l’interaction avec les BG induit 

la production de cytokines telles que MIP-2 et TNFα dans les cellules épithéliales alvéolaires 

de rat (BG issu de Pneumocystis pneumonia) [265,301], l’activation de NFκB via PKC, 

l’augmentation de l’explosion respiratoire et de l’activité bactéricide dans les neutrophiles 

humains (PGG) [302] (Tableau I-10 et Figure I-31). Par ailleurs, Iwabushi et Nagaoka ont 

montré que LacCer est associé à une kinase Src, Lyn activée lors de la liaison du récepteur 

avec un ligand et conduisant à la génération de superoxides via p38-MAPK, PKC et PI3K 

[303].  

Bien que l’hypothèse d’une éventuelle collaboration entre CR3 et LacCer soit très 

controversée, une étude a montré que l’interaction de la kinase Lyn associée au LacCer avec 

CR3 est requise pour initier la voie de signalisation suite à la reconnaissance des BG par CR3 

[292]. Cela suggère donc que CR3 et LacCer sont deux éléments constitutifs du même 

processus.  
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Cependant, (i) comme mentionné précédemment, les BG doivent être internalisés et être 

« digérés » en fragments de petite taille pour se lier à CR3 et induire Syk, et (ii) les cellules 

épithéliales alvéolaires qui n’expriment pas CR3 sont capables d’induire un signal médié par 

LacCer suite à la liaison du BG [265]. Il est donc possible que LacCer puisse collaborer avec 

d’autres protéines (des intégrines?) pour induire l’effet observé. 

I.4.1.1.3 Les récepteurs Scavenger (SR) 
 

Les récepteurs Scavenger exprimés à la surface des cellules myéloïdes et des cellules 

endothéliales constituent un groupe hétérogène de glycoprotéines comprenant deux domaines 

transmembranaires, deux domaines intracellulaires et un domaine extracellulaire [231,304]. 

Comme discuté dans la section Les PRR (Pattern Recognition Receptors), ils reconnaissent 

une large gamme de molécules, des lipoprotéines à faible et haute densité (LDL et HDL 

respectivement) et autres ligands poly-anioniques, de même que les cellules étrangères ou 

apoptotiques (Tableau I-10). Bien qu’un récepteur spécifique n’ait pas été identifié, les SR 

sont impliqués dans la reconnaissance de β(1,3)-glucanes et notamment du Lentinan et du 

Zymosan [231,305].  

Récemment, CD36 et SCARF1 ont été identifiés comme pouvant jouer le rôle de PRRs pour 

C. albicans et C. neoformans, et être responsables de la production de cytokines selon une 

voie d’activation qui n’est pas encore connue [306]. En réponse à ces levures pathogènes, 

CD36 est indispensable à la synthèse d’IL-1β, TNFα, IL-12p40, MIP-2, MIP-1α, MIP-1β et 

CCL5 (RANTES). En effet, l’absence de CD36 augmente la sensibilité de l’hôte aux 

infections systémiques par C. neoformans chez qui ces productions sont diminuées. 

Plusieurs voies de signalisation sont liées à l’activation des récepteurs SR, incluant la famille 

des kinases src, PI3K, Akt et p38 MAPK, ainsi que eNOS, la nitric synthase endothéliale 

[304,307] (Figure I-31). Cependant, leur possible et éventuel rôle dans l’induction d’une 

réponse induite par les BG n’est pas établi à ce jour et aucune preuve de leur implication n’est 

disponible [6]. Une étude a révélé l’existence d’un SR capable de se lier au BG, le CD5 qui 

est exprimé à la surface des cellules T et B humaines et associé au récepteur de l’antigène 

[308]. Le domaine extracellulaire de CD5 est composé de trois répétitions d’un domaine 

SRCR (Scavenger Receptor Cystein-Rich), qui entre dans la composition d’un autre SR 

connu, MARCO (Macrophage Receptor with Collagenous structure ou CD204) impliqué dans 

la reconnaissance microbienne [309].  
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L’étude a par ailleurs révélé que le domaine extracellulaire de CD5 pouvait se lier 

spécifiquement aux BG du Zymosan avec une affinité élevée, et a la capacité d’agréger les 

parois de certains champignons comme C. albicans. De plus, cette liaison entraine l’activation 

de p38 MAPK et ERK (extracellular regulated kinase) ainsi que la production de la cytokine 

pro-inflammatoire IL-8. Cependant, il reste à définir si le CD5 murin se caractérise par des 

propriétés de liaison et d’activation de voies de signalisation similaires au CD5 humain. 

I.4.1.2 Dectin-1 
 

Dectin-1 a été décrit pour la première fois dans les années 2000 comme un récepteur 

spécifique des cellules dendritiques, i.e. Dendritic Cell-specific receptor, qui interagit avec un 

ligand endogène présent sur les cellules T, le CD3 [310]. Le criblage d’une librairie 

d’expression d’ADNc de macrophage a permis d’identifier le Zymosan et la levure vivante 

Candida albicans, comme des ligands de Dectin-1 [311]. Cette découverte a permis de 

confirmer que les BG peuvent moduler le système immunitaire via Dectin-1 [312]. En tant 

que récepteur CLR (Figure I-10), Dectin-1 se lie aux BG contenant des liaisons β(1,3) et 

β(1,6), les polyosides les plus abondants de la paroi des champignons, avant de les internaliser 

[80].  

Dectin-1 peut également reconnaitre des plantes, des champignons pathogènes (Candida spp., 

Aspergillus spp., Coccidiodes spp. et Pneumocystis spp.) et des bactéries pathogènes comme 

les mycobactéries [76]. Dectin-1 n’est pas seulement impliqué dans l’immunité antifongique 

mais également dans la phagocytose, la cytotoxicité et la production de cytokines (Tableau 

I-10) [313]. 

I.4.1.2.1 Structure moléculaire du récepteur 
 

Dectin-1 (CLEC7A) est un CLR transmembranaire de type II, structurellement classifié dans 

le même sous-groupe de CLR que les récepteurs NK [76]. Ce récepteur est constitué de 247 

acides aminés et contient trois régions majeures, un domaine de reconnaissance des glucides 

du type C-type lectin-like extracellulaire (CRD ou CTLD), une courte tige (stalk region), une 

région transmembranaire de type II et un domaine cytoplasmique de 40 acides aminés, qui 

contient un motif ITAM (Immunoreceptor- Tyrosinase-based Activation Motif) [310,312] 

(Figure I-32). 
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Figure I-32: La structure de Dectin-1, d’après [76].  

Dectin-1 est un récepteur lectin-like de type C de type II, composé d’un CRD (Carbohydrate-Recognition Domain) 
extracellulaire séparé de la membrane par une tige (stalk region), absente chez l’isoforme fonctionnelle humaine en 
raison d’un épissage alternatif. La région cytoplasmique de Dectin-1 contient un motif ITAM (immunoreceptor-based 
activation motif) responsable de l’activation des voies de signalisation intracellulaire. Dectin-1 présente également des 
sites de glycosylation N-linked sur le CRD (représenté en rouge chez la souris) ou sur la tige (représenté en bleu chez 
l’homme). b : La version humaine de Dectin-1 contient également une variante du récepteur où la région de la tige est 
manquante. 

La structure du récepteur et notamment l’association des CTLD peut être consolidée par la 

formation de trois ponts disulfure entre six résidus conservés de cystéine [309]. En plus de 

cette caractéristique structurale, l’interaction BG-Dectin-1 est assurée par la présence 

essentielle de deux acides aminés Tyr221 et His223 dans le CRD [314]. 

Un épissage alternatif détermine la présence ou l’absence de la région de jonction depuis la 

membrane jusqu’au CTLD, et qui est à l’origine des isoformes multiples (Figure I-33). Bien 

que les différences fonctionnelles sous-jacentes à chaque isoforme ne soient pas clairement 

définies, dans l’espèce murine, des fonctions spécifiques ont été associées à certaines 

isoformes [315,316]. Des analyses d’expression au niveau transcriptionnel ont révélé 

l’expression d’au moins deux isoformes de Dectin-1 (en fonction de l’épissage ou non de 

l’exon 3), qui codent pour la version longue Dectin-1A (Figure I-32a) et la forme dite 

tronquée Dectin-1B (Figure I-32b) qui sont identiques sur les plans structurel et fonctionnel 

aux deux isoformes les plus répandues chez l’homme, BGR-A et BGR-B (parmi les 8 

isoformes décrites [317]) [283].  

Les analyses de séquence ont montré que Dectin-1 humain partage 60% de séquences 

identiques et 71% d’homologie de séquence avec son homologue murin. Malgré une évidente 

conservation fonctionnelle des gènes entre les deux espèces, il existe une différence notable. 
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Le CRD murin présente deux sites de glycosylation N-linked alors que Dectin-1 humain ne 

dispose que d’un seul site localisé sur la région de la tige qui est absente dans l’isoforme B. 

Les isoformes A et B ont des capacités de liaison au Zymosan différentes et donc l’activation 

cellulaire telle que la production de cytokines n’est pas la même. Ainsi, certaines souches 

murines telles que BALB/c et DBA/2 qui expriment les deux isoformes en proportions 

similaires produisent davantage de TNFα et d’IL-6 en réponse au Zymosan et sont plus 

résistantes aux infections par Coccidioides par rapport aux souches murines relatives au fond 

génétique C57Bl/6 qui expriment principalement la version tronquée du récepteur [315,316]. 

Il existe peu de données sur les isoformes C-H de Dectin-1 humain mais elles ne semblent pas 

fonctionnelles contrairement aux isoformes A et B en raison de l’introduction de codons Stop 

aléatoirement à la suite de l’épissage alternatif (Figure I-33) [317]. 

 

Figure I-33: Les isoformes résultant de l’épissage alternatif du récepteur Dectin-1 humain [317]. 

La structure génomique du récepteur humain (chromosome 12 chez l’homme, chromosome 6 chez la souris) est 
alignée avec le polypeptide bGRA et montre les différents exons (boîtes numérotées), les contigs correspondant et les 
positions des séquences. Des épissages prédits et alternatifs résultent différentes isoformes qui sont représentées dans 
cette figure. Les flèches correspondent à l’emplacement des codons stop introduits par l’épissage. Cyto, queue 
cytoplasmique ; TM, région transmembranaire. 
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I.4.1.2.2 Distribution et régulation de l’expression de Dectin-1  
 

Dectin-1 est exprimé essentiellement par les cellules myéloïdes qui incluent les DC, les 

macrophages et les neutrophiles et une sous-population de cellules T isolées de la rate chez la 

souris [318]. Son expression a également été décrite sur d’autres types cellulaires telles que 

les cellules T, les mastocytes et les éosinophiles chez l’homme, bien que cette expression soit 

absente chez la souris [76,319,320]. Les macrophages alvéolaires et les monocytes 

inflammatoires expriment des niveaux particulièrement élevés de Dectin-1 par rapport aux 

macrophages péritonéaux résidents, ce qui suggère le rôle de ce récepteur dans la surveillance 

immunitaire [318]. De plus, certaines études basées sur des marquages d’immuno-histologie 

ont montré une hétérogénéité considérable de l’expression de Dectin-1 dans les populations 

de DC chez la souris. 

Les cellules qui expriment fortement Dectin-1 sont localisées dans les sites qui constituent des 

interfaces favorables au contact avec les agents pathogènes, notamment la peau, les poumons, 

le palais et le tractus digestif [321]. On peut également trouver des cellules exprimant Dectin-

1 dans les sites de présentation antigéniques riches en lymphocytes T, comme les nœuds 

lymphatiques, et les autres organes lymphoïdes tels que la rate, le thymus et les tissus 

lymphoïdes associés aux muqueuses nasales (O-NALT) (Figure I-34).  

L’expression de Dectin-1 peut être significativement modulée par les conditions de 

maturation cellulaire, la présence de facteurs microbiens, de cytokines et des composés qui 

modifient la réponse biologique tels que les stéroïdes et les BG [283,317,321–323]. En effet, 

plusieurs études ont montré que la transcription de Dectin-1 est activée par le GM-CSF 

[322,324]. Par ailleurs, l’augmentation de l’expression de Dectin-1 est observée en présence 

de cytokines qui induisent l’activation des macrophages, comme l’IL-4, l’IL-13 et l’IL-23 

[322]. Dans les cellules épithéliales des voies aériennes, Mycobacterium tuberculosis induit 

l’expression de Dectin-1 avec la phosphorylation de Src et stimule la réponse immunitaire 

innée [325]. Des études pharmacologiques et génétiques ont récemment mis en évidence que 

l’expression de Dectin-1 peut être amplifiée dans les macrophages par la production de 

leucotriène B4 (LTB4) grâce à sa forte affinité avec son GPCR (G-protein coupled receptors), 

le BLT1 (Leucotriène B4 receptor) [324]. Ainsi l’interaction LTB4-BLT1 module le niveau 

d’expression de Dectin-1 avec comme conséquence la mise en place d’une réponse protective 

de l’hôte contre les infections fongiques.  
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En revanche, l’expression de ce récepteur est inhibée par l’IL-10, le LPS et les 

corticostéroïdes (Dexamethasone par exemple) [322] et également via PPARγ (peroxysome 

proliferator-activated receptor-γ) [326]. 

 

 
Figure I-34: Localisation des cellules exprimant Dectin-1 aux portes d’entrée des agents pathogènes [82]. 

Les cellules exprimant Dectin-1 sont principalement présentes à proximité des zones contact avec les agents 
pathogènes et les sites de multiplication des cellules T (follicules), avec notamment les couches dermiques de la peau et 
du palais (D, flèche), les APC pulmonaires et du tractus digestif (villosités, V et plaques de Peyer, PP, flèche), dans les 
tissus lymphoïdes tels que les centres germinaux des nœuds lymphatiques (petite flèche), autour de l’artériole centrale 
de la pulpe blanche de la rate (W, petite flèche), dans les tissus lymphoïdes associés aux voies respiratoires (O-NALT) 
organisés de la même façon que les nœuds lymphatiques, et dans le thymus au niveau des régions de la jonction 
cortico-médullaire. E, épiderme ; D, derme ; B, B cell area ; T,T cell area ; GC, germinal center ; C, cortex ; M, 
medulla. 
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I.4.1.2.3 Voie de signalisation associée à Dectin-1 
 

Suite à la stimulation par son principal ligand, le β(1,3)-glucane, Dectin-1 active une voie de 

signalisation intracellulaire via son motif ITAM-like ; c’est le premier PRR non TLR chez 

lequel cette propriété a été identifiée [76]. Cette activation est à l’origine de réponses 

cellulaires variées qui incluent l’explosion respiratoire, la maturation des DC, l’internalisation 

du ligand grâce aux processus de phagocytose et d’endocytose, la production de métabolites 

issus de l’acide arachidonique et de nombreuses cytokines et chimiokines telles que TNFα, 

CXCL2, IL-23, IL-6, IL-2 et IL-10 [82] (Tableau I-10). Ces dernières années, de nombreuses 

études se sont focalisées sur l’identification des voies de signalisation induites par Dectin-1 et 

à l’origine d’une grande variété de réponses cellulaires. De premier abord, la mise en place 

d’une étude traditionnelle linéaire des voies de signalisation qui paraissait évidente s’est 

révélée plus complexe après identification de certaines collaborations et des divers 

branchements existants entre les différentes voies [80]. Cette situation se révèle 

particulièrement vraie dans le cas de Dectin-1, qui parfois peut induire une réponse directe, 

mais qui dans d’autres cas, requiert la collaboration de MyD88-TLR. 

Un degré de complexité supplémentaire a été mis en évidence lorsqu’il a été montré que les 

signaux émanant de Dectin-1 varient entre les différents types de cellules myéloïdes 

[317,327,328].  

Lorsque le CRD de Dectin-1 se lie aux BG particulaires, un complexe multimérique 

s’assemble et permet la dispersion des phosphatases CD45 et CD148 de leurs emplacements 

originaux (Figure I-35). Cela entraine la libération de l’espace pour une association optimale 

du ligand à son récepteur [329]. Une fois la liaison établie, l’hémi-ITAM de Dectin-1 est 

phosphorylé par Src (non-receptor tyrosine kinase) ce qui entraine le recrutement de Syk 

(Spleen tyrosine kinase) vers le domaine cytoplasmique ainsi que la cascade de signalisation 

médiée par Syk (Figure I-31). Grâce à l’activation de PLCγ (Phospholipase Cγ) et de PKC 

(Protein kinase C), Syk initie une réponse transcriptionnelle intégrée (ITR) à l’origine de deux 

voies de signalisation clé. L’activation de PKC induit l’activation des facteurs de transcription 

NFAT et AP-1 impliqués dans l’expression de cytokines [80,330] (Figure I-35). Par ailleurs, 

PLCγ également activé par Syk induit la calcineurine qui entraine la translocation de NFAT. 

Dectin-1 est également capable d’induire un signal de transduction indépendant de Syk [331]. 
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Il existe deux voies de signalisation majeures induites par Dectin-1, qui dépendent du mode 

de propagation du signal via Syk ou non.  

Dans le cas de BG solubles ou d’absence de liaison, CD45 et CD148 ne peuvent être exclues 

ce qui déphosphoryle le domaine hémi-ITAM et aboutit à la production d’un signal faible 

voire à l’absence de signal. 

I.4.1.2.3.1 Signaux dépendant de Syk 

I.4.1.2.3.1.1 Activations Classique et Alternative de NFκB et autres facteurs de 
transcription 
 

La capacité des CLRs couplés à Syk à fonctionner comme des PRRs repose sur leur aptitude à 

activer NFκB en aval de Syk. L’activation canonique ou classique de NFκB requiert la 

protéine adaptatrice CARD9 (Caspase recruitment domain 9) [83]. Cette protéine est 

rapidement mobilisée vers le phagosome qui contient la particule internalisée et probablement 

vers la membrane plasmique, puisque l’internalisation du récepteur semble être associée à la 

modulation de l’inflammation [327,328,332].  

CARD9 recrute ensuite Bcl-10 (B cell lymphoma-10) et Malt1 (Mucosal-associated lymphoid 

tissue lymphoma translocation protein-1) pour former un complexe (CBM) à l’origine de 

l’activation via TRAF2 ou TRAF6 d’un second complexe IKK/NEMO (Inhibitor of κB 

kinase/ NFκB essential modulator) qui phosphoryle IκB, ce qui provoque leur ubiquitination 

et leur dégradation. Ceci permet donc aux membres de la famille NFκB de se transloquer vers 

le noyau et d’activer la transcription des gènes [83] (Figure I-35). 

Initialement, Syk phosphoryle PLCγ2 à l’origine de la synthèse de DAG (diacylglycerol) et 

d’IP3 (inositol-1, 4,5-triphosphate) à partir de PIP3 localisé à proximité de la membrane 

plasmique [333]. La présence de DAG ou d’IP3 détermine la suite du processus. Lorsque le 

messager est le DAG, PKC est immédiatement activée et induit le complexe CBM [334]. En 

revanche, la mobilisation d’IP3 est à l’origine de l’activation de NFAT, un autre facteur de 

transcription. Brièvement, IP3 provoque la libération des ions calcium dans le compartiment 

cytosolique qui induisent la déphosphorylation de NFAT par la calcineurine et sa 

translocation vers le noyau [333,335–337]. NFAT est un élément particulièrement important 

de la signature de la voie de signalisation de Dectin-1 puisqu’il n’est pas induit pas 

l’engagement des TLRs, et conduit à la production de quantités significatives de COX-2 et de 

PGE2 dans les macrophages (d’IL-2, d’IL-23 et d’IL-10 dans les DCs) [336]. 
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Par ailleurs, le complexe CBM induit par l’interaction BG/Dectin-1, initie une seconde voie 

de signalisation (en parallèle de NFκB), celle des MAP et PI3 (Phosphoinositide-3) kinases 

qui sont à l’origine de l’activation d’un troisième facteur de transcription, AP-1.  

Brièvement, les MAPK phosphorylent ERK, JNK et p38 qui migrent vers le noyau et se fixent 

aux éléments transcriptionnels d’AP-1 [125,338,339] (Figure I-35). 

En plus d’activer NFκB par la voie canonique, Dectin-1 peut également induire l’activation 

Syk-dépendante de NFκB par une voie alternative. De façon inédite, cette voie non 

canonique indépendante de CARD9 permet l’activation successive de NIK (NFκB-inducing 

kinase) et d’IKKα qui provoque la translocation du dimère RelB-p52 [331,340]. A noter que 

l’activation de cette voie non canonique n’avait été identifiée uniquement que pour quelques 

membres de la superfamille des récepteurs TNF mais reposait sur un mécanisme indépendant 

de Syk [80]. 

Les différentes régulations de l’axe Syk-NFκB peuvent expliquer pourquoi certains CLRs 

couplés à Syk montrent des capacités d’activation de NFκB variables. Récemment, la voie de 

signalisation de Dectin-1 via CARD9 s’est révélée être variable suivant les types de cellules 

myéloïdes, conduisant à la production de données contradictoires [327,328]. En effet, 

l’activation de NFκB serait corrélée à la quantité de CARD9 exprimée par le type cellulaire 

mais certaines cellules comme les macrophages et les macrophages inflammatoires (recrutés 

sous l’action du thioglycollate) semblent être capables de produire des inhibiteurs de cette 

voie de signalisation [327]. Cette régulation cellulaire spécifique pourrait donc expliquer 

pourquoi le signal issu de Dectin-1 soit suffisant à la production de TNFα médiée par NFκB 

dans certains types cellulaires alors qu’il requiert la collaboration d’autres récepteurs dans 

d’autres (cf. section suivante). 

I.4.1.2.3.1.2  Production des ROS 
 

Dans les macrophages, Syk peut également contrôler les événements se produisant dans les 

phagosomes. L’activation de Dectin-1 induit la production Syk-dépendante de ROS (Reactive 

Oxygen Species), qui contribuent à l’activité microbicide du phagosome [266,267,341]. Les 

ROS sont produits par la NADPH oxydase (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate), 

une enzyme composée de multiples sous-unités qui s’assemblent directement sur la membrane 

phagosomale (Figure I-35).  
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Une mutation délétère sur ce complexe chez l’homme et la souris entraine une sensibilité 

accrue aux infections bactériennes et fongiques [61] ainsi qu’une inhibition de l’explosion 

respiratoire induite par le Zymosan chez les souris déficientes pour Dectin-1 [263,285]. 

De même, une réduction de l’expression de Dectin-1 par interférence de l’ARN dans les 

macrophages supprime la synthèse de ROS provoquée par le Zymosan [336,341].  

En revanche, certaines études décrivent des résultats variables ce qui montre que la 

contribution spécifique de Dectin-1 dans la production de ROS reste à établir. En effet, Taylor 

et al ont suggéré que le rôle majeur de Dectin-1 dans la synthèse de ROS reposait sur la 

reconnaissance de la levure puisque la levure opsonisée induit la production de ROS dans les 

macrophages n’exprimant pas Dectin-1 [285]. De plus, Saijo et al n’ont décrit aucune 

altération de la production de ROS induite par C. albicans dans ces macrophages [263]. Alors 

que les réponses des neutrophiles et des macrophages alvéolaires au Zymosan opsonisé sont 

altérées par la délétion de Dectin-1, celle des macrophages inflammatoires recrutés sous 

l’action du thioglycollate ne semble pas affectée.  

Il s’avère ainsi que la contribution relative des BG, de Dectin-1, de CR3 ou d’autres 

récepteurs pour la production de ROS dépendent du type cellulaire analysé. Par ailleurs, la 

production de ROS est régulée par PKC qui contrôle la NADPH oxydase, limitant ainsi 

l’excès de ROS, les dommages tissulaires associés et l’ inflammation chronique [342]. 

I.4.1.2.3.1.3  Induction de l’inflammasome 
 

La production de ROS induite par l’activation de Dectin-1 via Syk peut contribuer à la 

production d’IL-1β. Alors que l’axe Syk-CARD9-NFκB active la synthèse de pro-IL-1β, Syk 

peut activer l’inflammasome NLRP3 de façon ROS-dépendante, à l’origine de la maturation 

d’IL-1β sous l’action de la caspase-1 [343] (Figure I-35). Les ROS migrent vers le complexe 

inflammasome NLRP3, et activent la caspase-1 qui convertit la pro-IL-1β en IL-1β [341,343–

345]. Les souris NLRP3-/- sont particulièrement sensibles aux infections causées par des 

champignons pathogènes (dont C. albicans), démontrant le rôle crucial de cette cytokine dans 

l’immunité antifongique. Ces études suggèrent qu’en régulant la production d’IL-1β, la voie 

Dectin-1-Syk peut assurer la résistance de l’hôte aux infections indépendamment de 

l’induction de ces gènes. 
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Figure I-35: La reconnaissance des BG particulaires et solubles par Dectin-1 et les signaux de transduction associés 
dans le macrophage et la cellule dendritique [342]. 

 

I.4.1.2.3.1.4  Initiation de l’immunité adaptative 
 

Grâce à la production d’IL-1 et d’IL-23, l’engagement de Dectin-1 par les BG favorise la 

différenciation des cellules impliquées dans la réponse Th17 [124]. Notamment, l’utilisation 

d’adjuvants contenant des agonistes de Dectin-1 in vivo promeut la réponse Th17. Cette 

réponse T de type 17 naturellement développée lors d’infections expérimentales à Candida 

albicans dans les souris WT, était absente chez les souris invalidées pour CARD9. Ainsi la 

signalisation de Dectin-1 via l’axe Syk/CARD9 peut activer la réponse Th17 

indépendamment de la voie TLR [124]. Par ailleurs, IL-17A sécrétée par les cellules Th17 

attire les neutrophiles sur le site inflammatoire [169]. Ils contribuent ainsi à l’élimination des 

agents pathogènes par ce recrutement.  
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Plusieurs études ont montré l’implication de Dectin-1 dans l’initiation de la réponse T de type 

17, essentielle pour la lutte contre les infections fongiques [331,346–349]. Les souris IL-17A-

/- sont significativement plus sensibles à une infection systémique par C. albicans et celles 

déficientes en IL-17R sont également plus sensibles à une infection oro-pharyngée par C. 

albicans [350,351]. 

I.4.1.2.3.2 Voie de signalisation indépendante de Syk (ou voie de signalisation Raf-1-
dépendante) 

I.4.1.2.3.2.1 L’activation de NFκB via Raf-1 
 

Dectin-1 peut également induire une voie de signalisation indépendante de Syk. Dans ce cas, 

Raf-1 se lie au motif ITAM de Dectin-1 et active la phosphorylation de p60, permettant à 

terme l’activation de NFκB et donc la modulation de l’expression des gènes pro-

inflammatoires [331]. Cette voie de signalisation peut représenter une alternative à la voie 

canonique Syk-dépendante lorsque celle-ci est bloquée, et peut même agir de façon 

synergique lors de la reconnaissance des BG. En combinaison avec le signal induit par 

Dectin-1, le dimère TLR2/TLR6 peut être activé par les BG ou les préparations contenant des 

BG, conduisant à l’activation de MyD88 pour induire l’activation de NFκB, en présence ou 

non de Syk. La coopération de ces voies sera détaillée dans la prochaine section. 

I.4.1.2.3.2.2 La phagocytose 
 

La phagocytose dans les macrophages est un processus qui résulte également de l’activation 

de Dectin-1 [76,341] (Tableau I-10). Cette fonction du récepteur a été initialement mise en 

évidence par Brown et Gordon dans un essai spécifiquement élaboré pour identifier les 

récepteurs capables de phagocyter le Zymosan utilisé comme modèle [311]. Plus tard, 

l’utilisation d’anticorps, qu’ils soient mono- ou poly-clonaux spécifiques de Dectin-1 ainsi 

que l’utilisation de souris Dectin-1-/- ont confirmé l’absence de phagocytose du Zymosan et de 

la levure C. albicans par le macrophage lorsque Dectin-1 est invalidé [263,266,285,297]. 

Malgré un mécanisme d’action assez peu caractérisé, le rôle de CARD9 dans la phagocytose a 

été écarté [83,352]. Bien qu’elle requière Syk dans les cellules dendritiques, il a été montré 

que la phagocytose était indépendante de Syk ou d’un TLR, mais qu’elle dépendait de PKC 

dans les macrophages [83,352,353] (Figure I-31). En effet, un système artificiel de 

fibroblastes (à l’origine non phagocytaires) clonés, a montré que la signalisation issue de 

Dectin-1 activait Cdc42 et Rac-1 qui entrainent la polymérisation de l’actine et l’extension 
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des pseudopodes autour de la particule [353]. Bien que le rôle de la PKC dans la phagocytose 

ne soit pas encore élucidé, un de ses substrats, MARKS (myristoylated, alanine-rich C kinase 

substrate) possède une activité actine croisée, impliquée dans la phagocytose du Zymosan 

[80].  

Les trois acides aminés acidifiants que contient le domaine cytoplasmique de Dectin-1 sont 

responsable de l’internalisation de la particule de BG mais également de l’activation des 

endosomes et des lysosomes du phagocyte [6]. 

I.4.1.2.4 Relation structure/activité entre les β(1,3)-glucanes et Dectin-1 
 

Comme nous l’avons mentionné précédemment, l’interaction de Dectin-1 avec les BG dépend 

de sa structure. La reconnaissance des BG particulaires par Dectin-1 induit la libération de 

CD45 et CD148 à la surface du macrophage permettant ainsi l’initiation de différentes voies 

de signalisation, ce processus étant communément décrit comme une synapse phagocytaire 

[329] (Figure I-35). Par opposition, les BG solubles ne sont pas capables d’exclure ces 

phosphatases lors de leur liaison et ne peuvent donc générer qu’un faible signal de 

transduction.  

Les propriétés physicochimiques des BG (structure primaire, tailles des polymères, 

conformation en solution, branchement) se sont révélées cruciales lors de leur reconnaissance 

par les PRRs, Dectin-1 inclus. Alors que les premières études se basaient sur des techniques et 

des préparations peu fiables, les études plus récentes ont fait la lumière sur l’influence de la 

structure des β(1,3)-glucanes sur la reconnaissance par Dectin-1 [182,354].  

Basés sur une librairie de β(1,3)-, β(1,6)- et de β(1,3)(1,6)-glucanes, Adams et al ont démontré 

que la version murine de Dectin-1 recombinant se lie spécifiquement aux structures β(1,3)-

glucopyrannosyl incluant les β(1,3)(1,6)-glucanes. Cependant, il ne se lie pas à tous les 

β(1,3)-glucanes et β(1,3)(1,6)-glucanes de façon équivalente. Dectin-1 peut fixer ces 

polymères avec des affinités variant de 3x10-3 M, la plus faible à 2x10-12 M, la plus élevée 

pour les β(1,3)-oligosides contenant une chaine latérale formée d’une unique unité glucose 

[182]. L’étendue de cette gamme résulte probablement de la grande diversité des structures 

moléculaires rencontrées parmi les BG (Tableau I-8). 
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Certains auteurs ont montré qu’une chaine linéaire β(1,3) formée d’au moins sept 

oligoglucosides est requise pour la reconnaissance par Dectin-1 [355], alors que d’autres sont 

convaincus que la liaison nécessite une structure plus complexe formée d’au minimum 10 à 

11 sous-unités de glucose, sans pour autant avoir établi une valeur de l’affinité et à partir de 

spéculations sur un néoglucolipide [356].  

Finalement, l’étude d’Adams et al (2008) révèle tout comme celle de Brown et Gordon (2001) 

[311] que la reconnaissance d’un BG par Dectin-1 requiert une chaine carbonée contenant au 

moins sept sous-unités glucose et une chaine latérale formée d’au moins un glucose [182].  

Il convient néanmoins de distinguer taille et structure du BG nécessaires à la reconnaissance 

par Dectin-1 et celles requises à l’induction d’une activité biologique. En effet, un β(1,3)-

glucane possédant la structure établie par les précédentes études (8 à 11 sous-unités pour la 

chaine principale et une sous-unité pour la chaine latérale) n’a pas permis de générer un signal 

intracellulaire ni d’induire un effet biologique significatif lors d’une administration 

parentérale. Des études menées in vivo chez la souris suggèrent que l’activation d’une voie de 

signalisation associée à un effet biologique est effective suite à l’administration d’un 

β(1,3)(1,6)-glucane de S.cerevisiae composé de plus de 70 sous-unités glucose [357]. Ainsi, il 

s’avère qu’en plus d’être reconnu par Dectin-1, le polymère de β(1,3)-glucane doit avoir une 

taille suffisante pour pouvoir induire une activité biologique mesurable. 

Compte tenu de cette assertion, et de la grande variabilité de sources et de méthodes 

d’extraction utilisées, qui sont des paramètres qui influencent grandement la structure des 

polymères de BG, il est capital de caractériser les BG pour comprendre leur mode d’action. 

I.4.2 La reconnaissance des autres composants de la paroi de 
Saccharomyces cerevisiae 
 

En dehors des BG reconnus entre autres par Dectin-1, de multiples PRRs incluant des CLRs 

et des TLRs sont impliqués dans la reconnaissance des composants de la paroi des 

champignons et des levures (Tableau I-11).  
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Tableau I-11: Les différents PAMPs de la paroi des champignons et leurs récepteurs [176]. 

 

I.4.2.1 TLRs  
 
Initialement identifiés grâce à leur capacité à contrôler les infections fongiques chez la 

Drosophile, les TLRs représentent la famille de PRRs la mieux caractérisée. Une section de 

cette revue bibliographique leur ayant été précédemment consacrée, ce paragraphe ne traitera 

que des interactions TLRs/PAMPs fongiques. 

Cinq TLRs sont impliqués dans la reconnaissance de la plupart des agents pathogènes 

fongiques, le TLR2 qui forme un hétérodimère avec TLR1 ou TLR6, TLR7 et TLR9 [358].  
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Leur liaison aux polyosides de la paroi, ainsi qu’aux acides nucléiques, active des voies de 

signalisation médiées par une protéine adaptatrice centrale, MyD88 (et TRIF) à l’origine de la 

translocation nucléaire de certains facteurs de transcription incluant NFκB, AP-1, NFAT et 

IRF3, qui vont induire la synthèse de nombreuses cytokines et chimiokines via les kinases 

MAPK et IKK [49] (Figure I-31, Figure I-32, Figure I-35 et Figure I-36). De plus, la délétion 

de MyD88 rend les souris sensibles aux infections à C. albicans, C. neoformans, P. 

brasiliensis et retarde la clairance d’A. fumigatus, ce phénotype étant également observé si les 

signaux émanant d’IL-1R sont absents [358–360]. Différents polymorphismes de TLR1 et 

TLR4 ont été reliés à une susceptibilité accrue de l’homme (respectivement aux candidoses et 

aspergilloses) en contexte d’immunosuppression [361], confirmant le rôle crucial des TLRs 

dans la défense de l’hôte contre les infections fongiques. Néanmoins, le rôle précis des TLRs 

individuels demeure mal compris, notamment en raison des données hétérogènes rapportées 

par la littérature. Par exemple, la déficience en TLR2 chez la souris améliore des foncions 

associées à la résistance (baisse d’IL-10 et hausse d’IL-12 et d’IFNγ) mais accroit aussi 

certains facteurs de sensibilité à C. albicans (baisse des cytokines pro-inflammatoires et du 

recrutement des neutrophiles). Ces contradictions résultent vraisemblablement des différents 

modèles d’études et des souches utilisées dans les essais [358]. 

Bien que très peu de connaissances existent concernant la nature des PAMPs fongiques 

reconnus par les différents TLRs, il s’avère que TLR4 participe à la reconnaissance de 

structures de type mannane, incluant les glucuronoxylomannanes (GXM) de Cryptococcus 

neoformans, les O-linked mannanes de C. albicans ainsi que les mannanes de S. cerevisiae, et 

qui participent à la production de cytokines pro-inflammatoires telles que TNFα [85,173,362]. 

TLR7 et 9 se lient aux acides nucléiques, respectivement les ADN et les ARN fongiques 

[85,359,363,364]. Enfin, TLR2 reconnait les BG de certaines espèces fongiques [173,268], le 

phospholipomannane (PLM) unique de C. albicans et les résidus N-acétylglucosamine 

(chitine) similaires au LTA (acide lipotéichoique) [181,365]. Les hétérodimères associés à 

TLR2 se lient tout comme TLR4, aux GXM de Cryptococcus neoformans [366]. Les voies de 

signalisation des TLRs ont été détaillées dans la section correspondante. 
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I.4.2.2 MR 
 

Le mannose receptor (MR ou CD206) est un CLR transmembranaire comprenant trois 

domaines de reconnaissance distincts reliés à un unique domaine transmembranaire et à un 

court motif cytoplasmique [78]. Le domaine N-terminal riche en cystéine qui lie les sucres 

sulfatés est suivi d’un domaine FNII (Fibronectin type II) et de 8 domaines C-type lectin-like 

(CTLD1-CTLD8) (Figure I-10). A noter que seuls CTLD4 et CTLD5 possèdent une activité 

dépendante du calcium. 

MR est fortement exprimé par les macrophages activés par la voie alterne (« Macrophages 

polarisés M2 ») et les endothéliums ; il est par contre absent dans les DC [367]. Capable de 

reconnaitre de nombreuses espèces fongiques telles que Cryptococcus neoformans, C. 

albicans et Pneumocystis, il est considéré comme le récepteur majeur des mannanes et en 

particulier des N-linked mannanes [173,176] (Tableau I-11). MR est également impliqué dans 

la reconnaissance de résidus fucose, d’oligosaccharides terminés par des GlcNAc tels que la 

chitine, ainsi que d’oligomannosides α-branchés [85]. 

Son motif cytoplasmique dirige les antigènes mannosylés vers l’endosome où ils peuvent être 

apprêtés par les APC en vue de leur présentation aux cellules T. La stimulation du MR induit 

la phagocytose grâce à la polymérisation de l’actine F, Cdc42 et MARKS [181] et peut 

aboutir à la production de cytokines pro- ou anti-inflammatoires suivant le ligand reconnu et 

la cellule hôte concernée. En réponse à Pneumocystis et à Cryptococcus neoformans, MR 

active NFκB ce qui conduit à la synthèse de GM-CSF, MCP-1, IL-12, IL-6, IL-10 et IL1β 

[86] alors que sa liaison à C. albicans inhibe la production de TNFα [85]. 

I.4.2.3 Autres Lectines 
 
Les CLRs individuels sont capables de reconnaitre une large gamme de champignons et 

levures ; il existe une redondance évidente de substrats entre certains d’eux. En dehors de 

MR, d’autres CLRs membranaires et extracellulaires incluant Dectin-2, Dectin-3, DC-SIGN, 

MBL (Mannose-Binding Lectin), Mincle et Langerin, et la Lectine de type S Galectin-3, sont 

capables de reconnaitre des structures de parois de champignons [125,176,334] (Tableau I-11 

et Figure I-36). Ces récepteurs sont capables de se lier à une grande variété de structures de 

type mannane, et ont un rôle important dans l’immunité antifongique en contribuant à la 

liaison, l’ingestion et la clairance des pathogènes par l’initiation et la modulation de la 

réponse immunitaire. 
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Le DC-SIGN humain (Dendritic Cell Specific ICAM-3-grabbing non-integrin ou CD209) est 

l’équivalent fonctionnel de MR exprimé sur les DC, et reconnait les α(1,2)-N-linked 

mannanes et plus largement C. albicans, A. fumigatus et C. neoformans [177,368]. En tant 

que CLR, DC-SIGN est composé d’un CTLD extracellulaire, d’une région « stalk » qui 

autorise la multimérisation du récepteur, et d’un domaine cytoplasmique contenant des motifs 

d’internalisation. Il existe plusieurs homologues murins du récepteur dont SIGNR1, SIGNR3 

et Langerin sont les seuls à pouvoir reconnaitre les champignons et le Zymosan [369,370]. 

En réponse à son ligand, DC-SIGN peut activer la voie Raf-1 kinase et conduire à l’activation 

de NFκB mais uniquement après l’induction de la voie TLR [371] (Figure I-36). DC-SIGN et 

SIGNR1 ne semblent pas capables d’induire directement la production de cytokines et ne 

contribuent pas à la phagocytose dans les macrophages [370].  

Mincle (Macrophage-Inducible C-type Lectin ou Clec4e) est un autre CLR exprimé par les 

macrophages. Il est impliqué dans la reconnaissance des mannanes de C. albicans. 

Indispensable à la stimulation de TNFα in vivo et in vitro, Mincle ne semble pas essentiel au 

processus de phagocytose [372] (Figure I-36). Bien que la nature exacte de ce récepteur soit 

encore inconnue, son importance dans le développement d’une réponse contre Candida est 

soulignée par l’augmentation de la sensibilité aux candidoses systémiques lorsque Mincle est 

absent chez la souris. 

De façon similaire à Mincle, Dectin-2 et Dectin-3 sont des récepteurs transmembranaires de 

type II formés d’un CRD extracellulaire, d’une région « stalk » et dépourvus de motif de 

signalisation intracellulaire. Malgré son nom, Dectin-2 ne présente que 20 à 25% d’homologie 

avec Dectin-1 [373]. Dectin-2 et Dectin-3, exprimés à la surface des macrophages et des DC 

reconnaissent les α-mannanes présents dans la paroi d’un grand nombre d’agents pathogènes 

incluant C. albicans sous leur forme hyphale [176,374,375]. Suite à la liaison avec un ligand, 

Dectin-2 ou Mincle peuvent s’associer au motif ITAM de FcγR et induire la production de 

nombreuses cytokines dont TNFα, IL-1Ra, IL-2,IL-10, IL-6, IL-1β, IL-12 et IL-23 [358] 

(Figure I-38). La déficience en Dectin-2 (ou en Dectin-3) est associée à une hypersensibilité à 

C. albicans vraisemblablement en raison d’un défaut d’induction de la réponse adaptative de 

type Th17 [166,373]. Dectin-2 et Dectin-3 peuvent également former des hétérodimères afin 

d’augmenter l’efficacité de la réponse anti-fongique. 

Galectin-3 se lie aux β(1,2)-mannosides spécifiquement présents sur la couche extérieure de 

la paroi de C. albicans et entraine la production de cytokines pro-inflammatoires par les 

macrophages [214] (Figure I-36).  
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L’activation de ce récepteur contribue ainsi à la discrimination entre C. albicans et S. 

cerevisiae. Cependant, il se pourrait que ce ne soit pas le cas des PBMCs humains qui 

induisent le même niveau de cytokines en présence ou non de β(1,2)-mannosides [177]. 

Le MBL (Mannose-Binding Lectin) est un CLR soluble produit par le foie et exprimé dans 

divers organes (estomac, intestin) qui peut lier C. albicans et A. fumigatus (Figure I-10) [85]. 

Cette protéine calcium-dépendante oligomérique joue un rôle majeur dans la défense de l’hôte 

contre les infections fongiques en raison de sa capacité à opsoniser les levures donc à activer 

le système du complément, ainsi que la phagocytose des micro-organismes par les phagocytes 

[376,377]. Bien que la déficience en MBL chez les souris n’altère pas leur survie aux 

infections à C. albicans ou à A. fumigatus, l’administration de MBL en modèle d’infection 

invasive à Aspergillus peut être protectrice [85]. De plus, l’invalidation de MBL chez la souris 

entraine la surexpression de l’IL-17 et de l’IL-23, cytokines impliquées dans la réponse T de 

type 17, ainsi que des récepteurs TLR4 et Dectin-1 [377]. 

 

Figure I-36: Les voies de signalisation des récepteurs impliqués dans la reconnaissance des composants des parois 
fongiques [378]. 
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I.4.3 Coopération entre PRRs et reconnaissance des extraits de 
parois de levure 
 

Les agents pathogènes contiennent de multiples PAMPs et engagent par conséquent plusieurs 

récepteurs en même temps ou séquentiellement au moment du contact avec les cellules de 

l’organisme. Les signaux émanant des PRRs sont intégrés pour permettre le développement 

d’une réponse immunitaire visant à assurer le contrôle de l’infection et la réparation tissulaire.  

La coopération des PRRs peut aboutir à l’augmentation ou à l’abrogation de la réponse 

immunitaire. Le dialogue des PRRs par opposition à leur fonctionnement individuel est une 

facette importante du contrôle de l’infection [60,379]. 

Ce postulat est particulièrement vrai pour Dectin-1 pour lequel il a été démontré qu’il 

collabore avec de nombreux récepteurs TLRs, CLRs et d’autres protéines membranaires pour 

promouvoir des réponses antifongiques et antibactériennes efficaces [173].  

I.4.3.1 Coopération entre Dectin-1 et les TLRs 
 

Initialement, le rôle de Dectin-1 dans l’immunité a été attribué à sa capacité à collaborer avec 

TLR2, TLR1 et TLR6 pour provoquer la synthèse de cytokines pro-inflammatoires dont 

TNFα dans les macrophages stimulés au Zymosan [54,84,380]. Ce stimulus conduit 

également à la phagocytose et à la production de ROS. En réponse aux levures vivantes, 

Dectin-1 intensifie l’activation de NFκB permise par TLR2. 

La collaboration de Dectin-1 et de TLR2 dépend du type cellulaire. Dans les macrophages, 

Dectin-1 seul ne semble pas induire la production de cytokines et la signalisation de TLR2 

n’aboutit pas à la phagocytose ni à la production de ROS. Ce n’est donc que lorsque les deux 

récepteurs sont engagés que le macrophage s’active, confirmant la nécessité de stimuler 

simultanément CLR et TLR pour mettre en place une réponse optimale [84] (Figure I-37). 

Dans les DC, l’engagement de Dectin-1 seul peut conduire à la production de TNFα et d’IL-

10, et la coopération avec un TLR amplifie cette réponse [125,379]. Dans les macrophages, il 

a été démontré que la kinase Syk induite par Dectin-1 est requise pour l’amplification du 

signal des TLRs, ce qui entraine la dégradation prolongée d’IκB et l’augmentation de la 

translocation nucléaire de NFκB [379]. Plus précisément, Dectin-1 peut interagir avec 

plusieurs TLRs couplés à MyD88 (TLR4, TLR5, TLR7, TLR9) pour produire de nombreuses 

cytokines de façon synergique dont TNFα, IL-10, IL-23 et IL-6 [82,285,381]. 
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Malgré de nombreuses controverses, il semblerait que le signal issu du TLR ne joue aucun 

rôle dans l’augmentation de la phagocytose, ni dans celle de la production des ROS, toutes 

deux induites par Dectin-1 [61] (Figure I-37). 

La production de médiateurs lipidiques est également une conséquence de l’activation des 

macrophages par le Zymosan et par d’autres agents pathogènes, sachant que TLR2 et Dectin-

1 collaborent lors de leur induction. En effet, l’utilisation d’agonistes de TLR2, faibles 

inducteurs d’AA, amplifie la libération d’acide arachidonique à partir des membranes, 

provoquée par l’action de BG particulaires sur Dectin-1 dans les macrophages péritonéaux. 

Par ailleurs, la production de COX-2, requise pour la production des PG et des prostanoïdes, 

qui est induite par le Zymosan, est altérée dans les macrophages des souris Tlr2-/- et Myd88-/- 

[336,382]. 

En plus de Syk, l’intégration du signal Dectin-1/TLR aboutit également à l’activation de Raf-

1 [331]. La coopération Dectin-1/TLR2 a été identifiée à différentes étapes de la réponse, lors 

de la phagocytose, de l’activation ERK1/2-MAPK, de la sécrétion de cytokines 

inflammatoires par les macrophages activés avec des mycobactéries [383,384]. Les BMDM 

stimulés par le Zymosan ou par Mycobacterium absensus montrent que Dectin-1 interagit 

physiquement avec TLR2. 

 

Figure I-37: La collaboration entre Dectin-1 et les TLRs [61]. 
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I.4.3.2 Coopération entre Dectin-1 et les autres PRRs 
 

En plus des TLRs, Dectin-1 peut aussi coopérer avec d’autres PRRs tels que les CLRs et 

d’autres Lectines induits par la présence de mannanes dans les préparations de paroi de levure 

ou de champignon. Par exemple, dans les DC humaines, la co-stimulation de Dectin-1 et de 

DC-SIGN active le métabolisme de l’acide arachidonique [385]. Son homologue murin, 

SIGNR1 coopère également avec Dectin-1 pour la reconnaissance des espèces fongiques et du 

Zymosan non opsonisés [370] ainsi que pour l’explosion respiratoire en réponse à C. albicans 

[386]. SIGNR1 peut participer à l’augmentation de la production de TNFα dépendante de 

TLR2 induite par le Zymosan et C. albicans [387]. 

Dectin-1 et Galectin-3 agissent en collaboration lors de la reconnaissance des BG et des 

β(1,2)-mannosides présents spécifiquement dans la paroi de C. albicans, respectivement. Ces 

deux protéines s’associent physiquement pour amplifier la production de TNFα dans les 

macrophages en réponse à la levure pathogène [388] (Figure I-38). En effet, les macrophages 

dans lesquels galectin-3 est sous exprimé produisent quatre fois moins de TNFα en réponse à 

C. albicans que les macrophages non manipulés.  

Galectin-3 contribue à la distinction de la levure non pathogène Sc puisque cette même étude 

a montré que la production de TNFα n’était pas altérée dans le système précédent en réponse 

à Sc. De plus, Galectin-3 peut également s’associer à TLR2 et jouer un rôle similaire dans la 

discrimination des agents pathogènes [214]. 

Une étude récente a permis de montrer la coopération de Dectin-1 avec MR lors de la 

reconnaissance non opsonique de Zymosan, d’A. fumigatus et de C. albicans [389] (Figure 

I-38). Dectin-1 induit l’hydrolyse rapide de MR grâce à son activité métalloprotéase et génère 

des protéines solubles de MR (MRs) capables de se lier aux N-linked mannanes et de 

recouvrir les particules issues des parois. Les implications biologiques de ce processus ne sont 

pas encore définies mais contribuent à la compréhension des mécanismes d’adaptation de 

l’hôte. 
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Figure I-38: La coopération des PRRs lors de la reconnaissance de C. albicans par les APCs [177]. 
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I.4.3.3 Coopération entre Dectin-1 et certaines protéines 
transmembranaires 
 

Dectin-1 est également capable de s’associer à des protéines transmembranaires, notamment 

avec la tétraspanine ubiquitaire CD63, tout comme la tétraspanine CD37 spécifique des 

cellules immunitaires [390,391]. Ces interactions contribuent à la stabilisation du récepteur 

Dectin-1 sur la membrane plasmique et sont aussi impliquées dans la régulation de la 

production d’IL-6 médiée par Dectin-1, ainsi que dans la phagocytose. L’existence de ces 

interactions semble rendre possible la formation d’un complexe macromoléculaire de 

signalisation ou « cluster  de signalisation» composé des tétraspanines et éventuellement 

d’autres récepteurs PRRs [82].  

En fonction des espèces de champignons, le macrophage formerait un cluster comprenant une 

combinaison unique de récepteurs afin d’optimiser la détection de l’agent pathogène et de 

créer une synergie adéquate parmi les PRRs [392]. Cependant, les mécanismes d’action 

restent à déterminer notamment concernant le recrutement des PRRs au sein de la membrane 

via des réarrangements lipidiques, et les voies de transduction conduisant à la synergie. 

I.4.4 Les stratégies d’échappement à l’immunité 
 

Certains champignons ont la capacité de modifier la composition de leur paroi pour échapper 

à la veille des cellules immunitaires innées. La plupart des champignons présentant un intérêt 

médicinal sont des agents opportunistes qui s’attaquent à l’hôte lorsque celui-ci est immuno-

compromis. Comme nous l’avons précédemment mentionné, les BG sont les principaux 

composants de la paroi des levures et champignons sont majoritairement reconnus par Dectin-

1 qui induit une réponse immunitaire antifongique. Une des stratégies déployées par les 

agents pathogènes pour échapper à ce processus consiste à masquer les BG des parois par des 

couches périphériques riches en mannanes chez la levure pathogène C. albicans [266,393]. 

Les mutants déficients en O- et N-linked mannanes sont d’ailleurs plus facilement phagocytés 

par les macrophages [394]. Histoplasma capsulatum dissimule les BG sous des couches riches 

en α(1,3)-glucanes [184] alors qu’ils se trouvent recouverts de substances hydrophobes chez 

les conidies d’A. fumigatus [395]. Notamment, l’hydrophobine RodA, qui masque les 

immunogènes déterminants de ses spores, altère l’activation et la maturation des DC et des 

macrophages alvéolaires. 
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Cryptococcus neoformans produit également des capsules extracellulaires de polysaccharides 

(GXM pour glucuronoxylomannanes et GalXM pour galactonoxylomannanes) qui recouvrent 

la paroi et préviennent la reconnaissance et l’internalisation de l’agent pathogène, et qui sont 

par conséquent intimement associées à sa virulence et sa pathogénicité [396]. En effet, en 

absence d’opsonisation, C. neoformans encapsulé n’est pas phagocyté. Il existe donc un 

intérêt croissant à développer de nouvelles approches thérapeutiques visant à démasquer les 

PAMPs de la paroi (BG), notamment par l’utilisation de caspofungine qui favorise la 

reconnaissance et la clairance des champignons pathogènes [397,398]. 

Par ailleurs, la morphologie est un déterminant majeur de la détection des composants de la 

paroi par les cellules de l’hôte. L’exposition des BG à la surface du pathogène peut varier 

avec le morphotype et par conséquent différentes formes du même champignon peuvent 

induire des réponses considérablement différentes. La capacité à changer de morphologie est 

une stratégie clé de la virulence qui permet à C. albicans d’échapper à l’immunité de l’hôte 

[399]. En effet, les mutants qui ne sont pas en mesure de changer de la forme bourgeonnante à 

la forme filamenteuse perdent leur virulence. De façon cohérente, il a été montré que la forme 

bourgeonnante de Candida induit une réponse Dectin-1-dépendante alors que la forme 

filamenteuse en est inapte [266,336]. Une étude a mis en évidence que la liaison Dectin-1/BG 

n’est possible qu’à certains emplacements à la surface de la levure bourgeonnante [266]. 

Ils correspondent aux bourgeons cicatriciels, zones d’altération de la structure pariétale 

résultant de la séparation des cellules filles de cellules mères lors de la croissance (Figure 

I-39A : Budding Yeast). En absence de mannanes, les BG y sont facilement accessibles. Au 

contraire, sous la forme filamenteuse les cellules poursuivent leur croissance mais les cellules 

filles ne se séparent pas des cellules filles (Figure I-39A : Filamentous Growth). De même, la 

détection des BG d’A. fumigatus dépend du morphotype [393,400] (Figure I-39B). Dans la 

nature, Aspergillus survit sous forme de conidies. Une fois inhalées, si elles ne sont pas 

éliminées, elles germent et forment des tubes qui s’étendent en hyphes filamenteux. La 

détection des BG par Dectin-1 et l’induction d’une réponse (recrutement des neutrophiles 

dans les voies aériennes et production de cytokines par les macrophages alvéolaires en modèle 

infectieux murin) a été observée pour toutes les formes sauf pour les conidies [400]. A la 

différence de C. albicans, les BG d’A. fumigatus sont exposés à la surface des tubes de 

germination et des hyphes et sont ainsi accessibles à Dectin-1. 
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Figure I-39: La morphologie des champignons et son influence sur la capacité de Dectin-1 à reconnaitre les BG [309]. 

Les champignons utilisent également d’autres mécanismes tels que la modulation du système 

du complément ou le ciblage de récepteurs permissifs pour échapper à la reconnaissance de 

l’hôte. Aspergillus et Candida peuvent empêcher l’opsonisation par le complément en 

recrutant des protéines régulatrices à leur surface (Facteur H, protéine C4) ou en sécrétant des 

protéases qui dégradent le complément ou des facteurs inhibiteurs [401]. D’autres 

champignons tels que Blastomyces dermatitidis ciblent des récepteurs plus permissifs du 

phagocyte (CR3) pour éviter le déclenchement des mécanismes effecteurs antifongiques et la 

production de cytokines inflammatoires [402]. Finalement, plusieurs espèces fongiques 

pathogènes (Cryptococcus, Candida, Aspergillus) intègrent des compartiments spécifiques 

(endothéliums et épithéliums) pour échapper à la détection des phagocytes [403]. Comme 

nous l’avons précédemment abordé, certains agents pathogènes (C. neoformans, C. albicans 

et d’A. fumigatus) sont capables d’éviter au processus antimicrobien lors des étapes de 

maturation du phagosome (inhibition de la maturation, évasion du phagosome, résistance aux 

conditions dégradantes du phagosome) [358,393]. 
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II.1 Analyse des effets des BG sur les macrophages murins 
in vitro 
II.1.1 Contexte et objectifs 
 

Les β-glucanes (BG) sont les polyosides les plus abondants de la paroi de levure et 

notamment de Saccharomyces cerevisiae (Sc). Depuis très longtemps, ces composés sont 

universellement reconnus par la médecine traditionnelle et ancestrale pour leurs propriétés 

immunostimulantes. De nombreuses sources de BG, notamment des champignons comme les 

basidiomycètes, sont consommés en Chine et au Japon, car ils sont censés avoir un effet 

favorable sur la santé. Les bénéfices sur l’immunité, voire même leur potentiel thérapeutique 

ont contribué de façon significative à les rendre populaires dans les sociétés occidentales. Les 

travaux de Pillemer et Ecker publiés en 1941 sont précurseurs en matière de connaissance de 

ces produits [190]. Ils décrivent une préparation grossière de paroi de levure, plus tard 

dénommée Zymosan, capable de moduler l’immunité non spécifique et notamment le système 

du complément. Aujourd’hui, les BG entrent dans le traitement de certains cancers au Japon, 

notamment le Lentinan extrait du shiitake qui augmente de façon significative le taux de 

survie des patients atteints de cancers colorectaux ou gastriques à la phase terminale de la 

maladie [7,404]. En parallèle, de nombreux compléments alimentaires à base de BG font leur 

apparition sur le marché de la nutraceutique en raison de leurs divers bénéfices sur la santé, 

dont leurs effets anti-tumeurs, antibactériens, antifongiques et immuno-modulateurs 

[183,342]. 

Les BG, et notamment ceux purifiés à partir de Saccharomyces cerevisiae, sont des polymères 

de glucose dont la structure principale est composée d’une chaine linéaire de molécules de D-

glucose liées en β(1,3), ramifiée en β(1,6) par des chaines de différentes tailles, localisées à 

différents intervalles le long de cette chaîne carbonée. La paroi de levure présente une 

organisation en couches, les BG se situant à l’interface des chitines ancrées à proximité de la 

membrane plasmique de la levure et des mannanes entremêlés aux glycoprotéines formant la 

barrière périphérique de la paroi [197]. Bien que provenant principalement des levures et des 

champignons, les BG sont également présents dans les céréales (orge, avoine), les algues et 

les bactéries.  

La grande diversité de sources de BG, avec des structures, des conformations et même des 

propriétés physico-chimiques, selon qu’ils sont solubles ou particulaires, variables peut être à 
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l’origine d’une activité biologique très hétérogène, et donc influencer différemment la réponse 

des cellules immunitaires dont celle des macrophages [311]. En effet, la composition des 

parois varie entre les espèces et au sein d’une même espèce, de même que la longueur et le 

type de liaison de la chaine carbonée [173,182]. A titre d’exemple, notons que les BG issus 

des plantes ont une structure primaire liée en β(1,4) [342]. Cette large diversité moléculaire 

pourrait expliquer les résultats contradictoires obtenus à travers les différentes études menées 

sur les BG dans des modèles animaux et chez l’homme [181]. D’autre part, les préparations 

contenant les BG utilisées dans les différentes études publiées sont rarement caractérisées, et 

leurs compositions peu connues, conduisant les auteurs à attribuer de façon inappropriée 

certaines propriétés aux β-glucanes, et donc à extrapoler de façon erronée les effets d’une 

préparation à l’ensemble des BG et inversement. C’est pourquoi, il est indispensable de 

caractériser les extraits utilisés de manière à déterminer leur composition en BG.  

De plus, Dectin-1, le récepteur majeur des BG, exprimé à la surface des cellules de 

l’immunité innée (macrophages, cellules dendritiques et neutrophiles) [297,318,380] est 

capable de s’associer et de collaborer avec d’autres récepteurs PRRs impliqués dans la 

reconnaissance des autres composants de la paroi des levures, qui provoquent l’activation des 

cellules immunitaires [84]. De nombreuses études sont basées sur l’utilisation de Zymosan, un 

extrait de paroi de Sc, considéré alors comme le BG prototypique par excellence malgré un 

contenu riche en PAMPs. En effet, son contenu en BG excède rarement 50% [2,191], rendant 

la composition du Zymosan similaire à celle d’une paroi brute de levure [170,174]. 

Récemment, Goodridge et al ont montré que les particules de Zymosan étaient capables 

d’induire une forte activation des macrophages suite à la liaison du récepteur Dectin-1, 

notamment via l’activation du facteur de transcription NFκB et la production consécutive de 

cytokines inflammatoires de type TNFα, de même que la collaboration entre Dectin-1 et les 

récepteurs de type TLRs [327,329]. De plus, les mécanismes d’interaction BG/Dectin-1 

demeurent encore mal connus à ce jour. 

L’objectif principal de notre étude est la caractérisation de la réponse immunitaire induite par 

les BG extraits de Sc sur des macrophages murins et de déterminer dans quelle mesure 

Dectin-1 contribue à cette réponse. Afin de définir précisément la contribution des BG dans la 

réponse cellulaire, différentes préparations provenant de la même souche de Sc et avec un 

enrichissement croissant en BG (15, 65 et 75%) ont été évaluées sur des macrophages issus de 

souris C57Bl/6, exprimant ou non le récepteur Dectin-1.  
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Par ailleurs, des préparations dites de référence ont été incluses dans les expérimentations afin 

de comparer les composés à ceux couramment utilisés dans ce domaine, tels que le Zymosan, 

le Curdlan (purifié à partir d’Alcaligenes faecalis, les WGP particulaire et soluble (WGPd et 

WGPs) provenant de Sc et dont la teneur en BG est proche de 75%. Pour évaluer la réponse 

des différents types de macrophages et évaluer si les résultats obtenus peuvent être généralisés 

entre les différents types, des macrophages issus de la différenciation de progéniteurs 

myéloïdes de la moelle osseuse (BMDM ou Bone Marrow-Derived), et les macrophages 

isolés de la cavité péritonéale après injection de thioglycollate (TEPM ou Thioglycollate-

Elicited Peritoneal Macrophages) ont été utilisés. Nous avons décrit les effets propres des BG 

sur les cellules, notamment en quantifiant les principales cytokines inflammatoires  dans 

différentes conditions de stimulation (dose, durée d’incubation), la production de chimiokines 

pour le recrutement des neutrophiles ainsi que la mesure des aptitudes bactéricides des 

macrophages prétraités par les différentes préparations de BG.  

II.1.2 Résumé 
 

L’ensemble des analyses réalisées montrent que les extraits de paroi de Sc enrichis en BG 

(BG65 et BG75) ne sont pas capables d’induire une activité NFκB/AP-1 significative dans la 

lignée macrophagique rapporteur. Par ailleurs, nous avons constaté une faible production 

cytokinique à la suite de l’engagement de Dectin-1, et ce quelle que soit la dose ou la durée 

d’incubation. En revanche, les extraits dits bruts de paroi de levure, tels que le Zymosan ou le 

BG15 ou même le Curdlan, sont à l’origine d’une forte activation des macrophages 

notamment via l’augmentation de l’activité NFκB/AP-1, l’activation de la voie de 

signalisation MyD88 et la production de TNFα, directement corrélés à la capacité de ces 

molécules à activer TLR2 et TLR4. En effet, l’étude comparée de la réponse NFκB associée à 

la production de TNFα dans la lignée RAW-Blue, rapporteur de l’activité NFκB, a révélé que 

l’augmentation de la pureté des BG dans les extraits de Sc réduit très significativement la 

production de cytokines. D’autre part, le criblage des différents extraits à l’aide des lignées 

surexprimant HEK-hTLR2, HEK-hTLR4 et HEK-hDectin-1 après transfection montre que le 

processus d’enrichissement élimine la grande majorité des ligands des TLRs tout en 

maintenant l’activité sur Dectin-1 ; celle-ci est bien corrélée au degré d’enrichissement des 

extraits de levure en BG.  
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De plus, la déficience en MyD88 dans les BMDM immortalisés abolit de manière 

significative la production de TNFα en réponse aux extraits bruts (Zymosan, BG15) et au LPS 

utilisé comme contrôle positif alors qu’elle est identique avec les BG enrichis (BG65 ou 

BG75). Ceci confirme donc que la voie de signalisation passant par MyD88 à l’origine de la 

production de TNFα par les macrophages stimulés par BG15 ou le Zymosan est impliquée 

dans cette réponse. Nos résultats montrent donc que les BG enrichis sont de faibles activateurs 

de la réponse cytokinique des macrophages. 

Ces hypothèses formulées à partir des données issues de la stimulation de lignées cellulaires, 

ont été confirmées à l’aide de cellules primaires comme les BMDM ou les macrophages 

péritonéaux. Une caractérisation des effets dose et temps des extraits a montré que quels que 

soient le temps d’incubation et les concentrations testés, BG65, BG75 ou WGPd induisent une 

réponse cellulaire largement inférieure à celle induite par BG15, Zymosan ou Curdlan, qui est 

grande, précoce et persistante. Par ailleurs, l’expression du récepteur Dectin-1 a été évaluée 

sur les différents types cellulaires et notamment sur les macrophages résidents (RPM) ou 

recrutés après injection de thioglycollate (TEPM) dans la cavité péritonéale. Les RPM, les 

TEPM au même titre que les BMDM issus des souris C57Bl/6 WT expriment des niveaux 

élevés de Dectin-1 et similaires à celui de la lignée de macrophages RAW, en comparaison de 

leurs homologues déficients en Dectin-1 utilisés comme contrôles négatifs. De plus, la faible 

production de TNFα par les RPM, les TEPM et les BMDM traités avec les extraits enrichis 

BG65 et BG75, confirme les observations précédentes et écartent la variabilité d’expression 

de Dectin-1 à la surface cellulaire comme facteur explicatif des différences entre types 

distinctifs de macrophages.  

La caractérisation plus approfondie de l’expression et de la sécrétion des différentes cytokines 

de l’inflammation a été menée sur les BMDM de souris sauvages ou invalidées pour Dectin-1 

ayant été en contact avec du BG15, BG65, BG75 ou du Zymosan. Comme attendu, BG15 et 

Zymosan ont induit une forte et précoce augmentation de l’expression des gènes pro- (Il6, 

Il1b, Ccl2, Tnfa) et anti-inflammatoires (Il10) dans les deux fonds génétiques contrairement 

aux deux extraits enrichis BG65 et BG75, qui engendrent une réponse très faible qui dépend 

de Dectin-1. D’autre part, la réponse initiée par les BMDM Dectin-1-déficients stimulés par 

les extraits bruts de paroi reste globalement inférieure à celle des BMDM l’exprimant, 

suggérant que Dectin-1 améliore la réponse inflammatoire des cellules prétraitées par les 

préparations de parois contenant des BG.  
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De façon surprenante, les BG enrichis stimulent l’expression forte et tardive de Csf2 (codant 

le GM-CSF) via Dectin-1, alors que cette transcription est très faible dans les BMDM traités 

avec BG15 et Zymosan. Parallèlement, la sécrétion de ces cytokines et chimiokines a été 

évalué dans les surnageants des cultures de BMDM WT et Dectin-1-KO avec ces préparations 

de BG. Cette analyse confirme les résultats des profils d’expression des gènes et montrent que 

les extraits bruts induisent la production de toutes les cytokines précédemment examinées, 

contrairement aux extraits enrichis en BG. Ainsi, nous pouvons affirmer que les extraits 

enrichis en BG ne sont pas des activateurs de la production cytokinique dans les macrophages 

murins. 

En lien avec ces résultats, nous avons par ailleurs montré que les surnageants provenant des 

cellules traitées avec les extraits bruts de paroi de Sc ont un potentiel chimio-attractant plus 

grand que ceux provenant de cellules traitées avec BG65 et BG75. En effet, les surnageants 

produits avec BG15 et Zymosan recrutent un nombre plus grand de neutrophiles que ceux 

obtenus avec BG65 et BG75, notamment par une augmentation significative de la 

concentration de chimiokines telles que CXCL1 (KC) et CXCL2 (MIP2). Notons que le faible 

recrutement des neutrophiles induit par les BG enrichis requiert Dectin-1, contrairement à 

celui provoqué par les extraits bruts. Ceci suggère donc que les deux catégories de 

préparations, brutes ou enrichies en BG sollicitent des voies de signalisation différentes. Ces 

données obtenues à l’aide d’essais in vitro ont été confirmées par l’analyse in vivo du 

recrutement cellulaire après injection intra-péritonéale des extraits chez la souris. Pour le 

Zymosan et BG15, le recrutement cellulaire était largement dominé par les neutrophiles, ce 

qui témoigne de l’intensité de la réponse inflammatoire sous-jacente produite par les extraits 

bruts. 

Enfin, la caractérisation des effets propres des BG enrichis sur les macrophages a été 

complétée par un essai visant à décrire les capacités bactéricides des macrophages prétraités 

avec les différentes préparations de parois de Sc. Tout d’abord, la détermination de la 

production de radicaux libres oxygénés (ROS) a montré que les BG enrichis BG65 et BG75 

promeuvent une production de ROS nettement supérieure à celle des extraits bruts par les 

BMDM dans les 30 min suivant la stimulation. De façon surprenante, la production de ROS 

induite par les BG enrichis est indépendante de Dectin-1- mais dépend de CR3, alors que celle 

induite par les extraits bruts, bien que très faible, se révèle dépendante des deux voies de 

signalisation. 
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En lien avec ces résultats, le prétraitement des BMDM avec les extraits enrichis en BG 

n’augmente significativement pas leur capacité de phagocytose de l’agent bactérien S. aureus 

HG001, mais semble améliorer les capacités bactéricides des macrophages en comparaison 

des extraits bruts de Sc CW. 

Cette étude montre donc que contrairement à l’idée communément répandue, les BG ne sont 

pas capables d’induire une réponse cytokinique significative dans les macrophages et donc 

que la voie de signalisation en aval de Dectin-1 ne conduit pas à l’établissement d’une 

réponse inflammatoire de forte intensité dans les macrophages murins. En revanche, le 

traitement des macrophages par les BG enrichis est à l’origine de l’augmentation de 

l’expression tardive de Csf2 et d’une amélioration des capacités bactéricides de la cellule 

(production de ROS et bactéricidie après phagocytose). 

II.1.3 Article 1 
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Abstract
β-glucans (BG) are abundant polysaccharides of the Saccharomyces cerevisiae cell wall

(Sc CW), an industry byproduct. They have immuno-stimulatory properties upon engage-

ment of dectin-1 (Clec7a), their main receptor on particular immune cells, and they actually

become of great interest because of their preventive or therapeutic potentials. Zymosan, a

crude extract of Sc CWwas studied as a prototypic BG, despite its miscellaneous PAMPs

content. Here, we examined the response of murine wild type or Clec7a-/- bone marrow-

derived macrophages (BMDM) to products with increasing BG content (15, 65 or 75%) and

compared their effects with those of other dectin-1 ligands. The enrichment process

removed TLR ligands while preserving dectin-1 activity. The most enriched extracts have

very low NFκB activity and triggered low amounts of cytokine production in contrast with

crude products like zymosan and BG15. Furthermore,MyD88-/- BMDM did not produce

TNFα in response to crude Sc CW extracts, whereas their response to BG-enriched

extracts was unaffected, suggesting that BG alone are not able to initiate cytokine secretion.

Although Sc CW-derived BG stimulated the late and strong expression of Csf2 in a dectin-

1-dependent manner, they remain poor inducers of chemokine and cytokine production in

murine macrophages.

Introduction
For centuries, fungal cell wall components have been commonly used in traditional Oriental
medicine [1], and their benefits are mainly attributed to β-glucans (BG). These polysaccharides
have recently become of interest in Western countries, because of their activity on innate
immune cells and their potential therapeutic applications. Indeed, BG have various valuable
properties including antitumor [2], antidiabetic, and anti-microbial activity against viral, bacte-
rial and fungal diseases (reviewed by Chen et al [3]). Strikingly, Lentinan has been shown to
improve the survival rate of Japanese patients with gastric and colorectal cancers [4]. Given the
various potential health benefits attributed to BG, many dietary supplements containing BG
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are available. BG are the most abundant polysaccharides of the fungal cell wall. They are inter-
mingled with chitins (polymers of N-acetylglucosamine) that are located near the plasma
membrane, and mannans that are anchored to the outer cell wall, all of which are interspersed
with glycoproteins [5]. β-glucans are polymers of glucose and have a backbone of linear β(1,3)-
linked D-glucose molecules with β(1,6)-linked side chains of diverse sizes occurring at different
intervals along the backbone. Although BG can be extracted from mushrooms, oat, barley, sea-
weed, algae, bacteria and yeast, the composition of the cell wall varies greatly within and
between species and the length and types of linkage also differ [6,7]. This heterogeneity of
structure, conformation, source and even nature (soluble or particulate) among BG influences
the biological response of immune cells. This may explain conflicting findings regarding the
effects of BG in human or animal models. Moreover, the effects of one preparation of ‘β-glu-
cans’ are often inappropriately extrapolated to all β-glucans, and ‘β-glucans’ need to be charac-
terized to better define the type of immune response that they elicit. Indeed, the total BG-
content of extracts used for investigation is rarely determined. Despite the complexity of BG,
several molecules [8,9] including complement receptor 3 (CR3), lactosylceramide (LacCer),
scavenger receptor (SRs) and dectin-1 [10,11], recognize BG on the cell surface of macro-
phages, monocytes, dendritic cells, NK cells and neutrophils [12].

So far, most studies designed to investigate the activities of BG have used zymosan [13],
which is considered as a source of BG. However, the BG content of zymosan rarely exceeds
50% [2,14], which is similar to the BG content of the Sc CW [15,16]. Other components are
also present that are PAMPs for several other PRRs including TLRs on innate immune cells.
Goodridge et al recently demonstrated that zymosan particles strongly stimulate macrophages
to produce TNFα, as a result of dectin-1, which activates NFκB [17,18]. Moreover, dectin-1
and TLR2 work together to enhance TLR2-mediated NFκB signaling and the release of pro-
inflammatory cytokines [19]. Nevertheless, it remains unclear how dectin-1 interacts with Sc
BG compounds. The main challenging issue of this study was to determine whether dectin-1 is
involved to the macrophage response triggered by a series of three increasingly BG-enriched
CW extracted from the same strain of Saccharomyces cerevisiae. Contrary to conventional BG
wisdom, we found that Sc CW extracts highly-enriched in BG do not elicit NFκB activity and
that dectin-1-dependent-cytokine production in response to these compounds is very much
lower than that induced by crude compounds like zymosan. These unpurified products have
the capacity to induce TLR2 and TLR4 activities resulting in strong signaling via MyD88 and
NFκB. Therefore, our data show that the robust response elicited by zymosan is not strictly
caused by its BG content. Altogether our findings demonstrate that BG are poor inducers of
cytokine production in murine macrophages.

Materials and Methods

Reagents
RPMI 1640 GlutaMAX™, DMEM GlutaMAX™, PBS, Non-Essential Amino Acids (NEAA),
sodium pyruvate and antibiotics for cell culture such as Penicillin-Streptomycin (Pen-Strep™),
Gentamicin™, Normocin™ and Zeocin™ were purchased from GIBCO (Life Technologies). Fetal
Bovine Serum (FBS) was provided by Eurobio, France. The dectin-1 and TLR ligands used as
controls were from InvivoGen. The following compounds were compared with Sc BG com-
pounds as described below: zymosan (zym), particulate (WGPd) and soluble glucan-enriched
compound (WGPs) and curdlan (curd), a linear β1,3-glucan extracted from Alcaligenes faeca-
lis. The synthetic triacylated lipoprotein Pam3CSK4 and ultraPure lipopolysaccharide (LPS)
from E. coli O111:B4 both purchased from InvivoGen (France).
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BG compounds of interest were extracted from the same strain of Saccharomyces cerevisiae
(Sc) owned by Phileo-Lesaffre Animal Care. The crude extract originally contained a total BG
content of 15% (BG15) and was further enriched using several methods to generate two com-
pounds, BG65 and BG75, with a total BG content of 65% and 75%, respectively. The BG15
extraction method from S. cerevisiae was mainly the same as for zymosan preparation [20] and
resulted in “ghost” cells with an average particle diameter of 3 μm deprived of nucleic acid [14].
BG65 was obtained from a suspension of BG15 (14%) by hot alkaline hydrolysis (4% NaOH,
90°C, 2 h) to remove mannoproteins and lipids. BG75, the most enriched Sc CW, was prepared
from a suspension of BG65 (14%) which was submitted to an enzymatic hydrolysis (amylase
and amyloglucosidase) to eliminate the contaminant glycogen. Both products were then lyoph-
ilized (dry matter> 94%). The BG content of each Sc CW preparation was determined using
the enzymatic yeast beta-glucan kit (K-EBHLG, Megazyme, Ireland) and the total amount of
glucose released was measured by HPLC. Dry powders were suspended in cell culture medium
at 10 mg/mL and were then dispersed by pipetting 20 times up and down through a syringe fit-
ted with a 26G needle to optimize bioavailability. Composition of BG extracts is presented in
Table 1. According to the manufacturer, WGPd and curdlan used in this study contain more
than 75% and 80% of BG, respectively. Concerning zymosan, the content in BG did not differ
from a yeast cell wall and is comprised between 50 and 57% (percentage of dry matter) [14].

Culture of reporter cell lines
The NFκB reporter cell lines HEK-Blue™-hTLR2, HEK-Blue™-hTLR4, HEK-Blue™-hTLR9 and
HEK-Blue™ -hDectin-1 (InvivoGen) which overexpress the human TLR2, TLR4, TLR9 or dec-
tin-1 receptors and the Secreted Embryonic Alkaline Phosphatase (SEAP) reporter gene driven
by an NFκB-inducible promoter. A recombinant HEK293 cell line expressing the reporter gene
only (HEK-Blue™-null) was used as a negative control.

RAW-Blue™ Cells (InvivoGen) are derived from murine RAW264.7 macrophages contain-
ing a chromosomal integration of an SEAP reporter construct driven by NFκB and AP-1.

All cell lines were cultured and propagated according to the manufacturer’s recommenda-
tions. Briefly, HEK-Blue™ and RAW-Blue™ cells were grown in medium containing high glu-
cose DMEM GlutaMAX™ supplemented with 10% heat-inactivated FBS (30 min, 56°C), 100 U/
mL Penicillin-Streptomycin, 100 μg/mL Normocin™ and appropriate selective antibiotics.

Measurement of TLR, dectin-1 and NFκB activity using reporter cell lines
For HEK-Blue-hTLR and -hdectin1 assays, cells were plated in 96-well tissue culture plates at
1x105 cells/well in HEK-Blue™ Detection medium containing the substrate for SEAP. Serial
dilutions of Sc BG and other sourced BG extracts were used for stimulation Supernatants were

Table 1. Main composition of the Saccharomyces cerevisiae cell wall compounds.

Yeast Cell Wall Preparation

Constituents BG15 BG65 BG75

Dry matter (%) 94.3 95.8 94.0

Beta-glucans (%) 16.3 67.1 77.0

Glycogen (%) 9.4 13.0 0.0

Mannans (%) 18.9 3.7 0.7

Total glucans (%) 25.7 69.1 74.4

Proteins (%) 33.3 3.4 3.6

doi:10.1371/journal.pone.0148464.t001
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transferred to a new plate and the optical density (OD 650 nm) was measured (VERSAmax
plate reader, Molecular Devices).

To assess NFκB activity, RAW-Blue™macrophages were cultured in the recommended
medium and incubated in the same conditions. SEAP was measured using a colorimetric enzy-
matic assay. Supernatants were incubated with Quanti-Blue™ (InvivoGen) 25% v/v. for 2 h at
37°C, and OD 650nm was measured.

Immortalized BMDM culture and functional assay
Murine wild type (WT) andMyD88-/- immortalized BMDM (iBMDM) were generously pro-
vided by Dr. R. Volmer (IHAP, Toulouse), to examine the involvement of TLR pathways in the
cellular response to Sc BG compounds (BG15, BG65 and BG75) and controls (zymosan and
WGPd). These cells were subcultured in high glucose DMEM GlutaMAX™ supplemented with
10% heat-inactivated FBS (30 min, 56°C) and 100 U/mL Pen-Strep. Cells were plated in
96-well plates at 1x105 iBMDM/well for 16 h until complete adherence before being stimulated
with Sc BG compounds and controls. Supernatants were collected and stored at -20°C until fur-
ther use.

Animals
WT C57Bl/6 and DBA/2 mice were purchased from Janvier Labs (St Berthevin, France) and
Clec7a-/- mice [11] were originally provided by Pr. Gordon Brown (University of Aberdeen,
Scotland) and were bred in-house. Eight to 12-week old C57Bl/6 Clec7a-/- mice and their
strain-matched WT controls from both sexes, and female DBA/2 mice were housed under
pathogen-free conditions in an accredited research animal facility of the National Veterinary
College (UMR IHAP, Toulouse, France). This study was carried out in strict accordance with
the Federation of European Laboratory Animal Science Association guidelines (FELASA).
Experiments were performed by FELASA accredited investigators (n° 311155580) in strict
accordance with the recommendations of the local ethics committee, ‘Science et Santé Animale’
(SSA). Mice were sacrificed by cervical dislocation and all efforts were made to minimize ani-
mal pain and distress.

Peritoneal cells collection and flow cytometry analysis
Inflammatory peritoneal macrophages were elicited by intra-peritoneal injection for 4 days of
sterile 4% brewer thioglycollate medium (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich) prepared according
to the manufacturer’s recommendations. A model of peritonitis was used to evaluate the
inflammatory response intensity induced by our BG compounds. Mice were challenged for 6 h
with 100 μg/mice of BG15, BG75 and zymosan. Total peritoneal cells including inflammatory
monocytes, neutrophils and macrophages (resident peritoneal macrophages (RPM) or thiogly-
collate-elicited macrophages (TEPM)) were harvested from the peritoneal cavities of mice by
lavage with cold PBS supplemented with 5mM EDTA and 0.2% heat-inactivated FBS. After
collection, cells were centrifuged (300g, 5 minutes) and absolute cells and macrophages num-
bers were determined by flow cytometry (MACSQuant1, Miltenyi Biotech, Germany). Cells
were preincubated with anti-CD16/CD32 (Biolegend, Ozyme-France) to block FcγRII/III
receptors and then incubated with the following fluorochrome conjugated mAbs: anti-CD115
(CSF-1R; Biolegend, Ozyme-France) and anti-dectin-1 (2A11; AbD serotec) or its isotype con-
trol IgG1 (A110-1, BD biosciences Pharmingen). Anti-Ly6G mAb (1A8, Biolegend) or combi-
nation of anti-F4-80 (CI:A3-1; AbD serotec) and anti-Ly6C (HK1.4, Biolegend) mAbs labeling
were used to identify neutrophils and inflammatory monocytes, respectively. A 7-AAD stain-
ing (Biolegend, Ozyme-France) was used to discriminate death cells and doublets of cells were
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excluded with a gating on FSC-H/FSC-A. The acquisition was performed on 1x105 cells using
MACSQuantify software (Miltenyi Biotech, Germany). Data were analyzed with FlowJo soft-
ware (FlowJo LLC, USA).

Primary cell culture and functional assays
Murine BMDM were obtained as described previously [21]. Briefly, myeloid cells precursors
from bone marrow were matured for 7 days (37°C, 5% CO2) in complete RPMI (containing
RPMI GlutaMAX™ supplemented with 10%, heat-inactivated FBS, 1% sodium pyruvate, 1%
NEAA, 100 U/mL Pen-Strep or 50 μg/mL gentamicin) supplemented with 30% LADMAC
(ATCC1 CRL-2420™ [22,23]) cell-conditioned medium (LCM) as a source of M-CSF. After
differentiation, the cell preparation contained a homogenous population of macrophages
(>96% F4/80+).

BMDM and TEPM were plated in 96-well tissue culture plates at 1x105 cells/well for 16 h in
complete RPMI at 37°C and 5% CO2 until complete adherence. After culture of TEPM, non-
adherent contaminating peritoneal cells were eliminated by repeating three gentle washing of
wells with pre-warmed culture medium or PBS. After stimulation with Sc BG compounds or
dectin-1 ligands controls, supernatants from both cell types were collected and stored at -20°C
until further use.

Quantification of cytokines and chemokines by ELISA or multiplex EIA
Cytokines were quantified by a customized multiplex (Milliplex-MAP, Merck Millipore,
France) assay kit and Luminex 100 IS instrument (Luminex, USA) at the Anexplo phenotyping
service platform (CHU Rangueil, Toulouse, France). Thirteen cytokines were systematically
assayed in BMDM: TNFα, IL-1β, IL-10, IL-6, CXCL1 (KC), CXCL2 (MIP-2) and CCL2 (MCP-
1). Individual cytokine detection kits were also used to quantify mouse TNFα, IL-6 and IL-1β
(Biolegend, Ozyme-France), and GM-CSF (R&D Systems, France).

RT qPCR gene expression analysis
Total RNA was purified with the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the
manufacturer’s instructions. RNA was quantified with a NanoDrop11000 spectrophotometer
and NanoDrop 1000.3.7 software and RNA quality was assessed using the Agilent RNA 6000
Nano Kit on BioAnalyzer and 2100 Expert Software (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
at the GeT-TRiX platform (INRA, Toulouse, France). Total RNA (300 ng) was reverse tran-
scribed using the SuperScript III First-Strand Synthesis Super Mix Kit (Invitrogen) following
the manufacturer’s protocol. Quantitative PCR was performed with the Biomark HD System
(Fluidigm, France) at the GeT-PlaGe genotyping service platform (INRA, Toulouse, France)
according to the manufacturer’s recommendations. Primer3plus software was used to design
the primers (Table in S1 Table) and housekeeping genes were selected with GeNorm Software.
The abundance of mRNA of interest was normalized to that of Sdha, Rpl9 and Hprt1 and rela-
tive expression was calculated using the 2-ΔΔCt method.

Detection of ROS by chemiluminescence
The production of ROS by primary cultured BMDM was measured by chemiluminescence
upon stimulation. WT and Clec7a-/- cells were handled as described above and seeded in
96-black chimney well culture plates in phenol red-free complete RPMI at 1x105 cells/well in
triplicate for 16 h before the experiment. Luminol powder (Sigma-Aldrich) was suspended in
DMSO and then diluted 1000-fold in cell culture medium according to the supplier’s
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recommendations. Immediately before ROS were measured, supernatant was removed and
Luminol and BG products were added simultaneously to each well. The chemiluminescence of
each well was continuously acquired for 2 h post-stimulation in a Tecan Infinite 200 microplate
reader. To assess the contribution of CR3 to ROS production, WT cells were preincubated with
anti-CD11b (αCD11b) mAb (M1/70) or a control rat IgG2b mAb (Biolegend, Ozyme-France)
for 1 h and were then stimulated with BG compounds.

Isolation of bone marrow neutrophils and chemotaxis assay
Murine bone marrow neutrophils were freshly isolated from femurs and tibias with Percoll.
Red blood cells were lysed by ACK and BM cells were resuspended in a 62% v/v gradient of
Percoll in HBSS-Prep (constituted by Ca-Mg-free HBSS supplemented with 0.5% heat-inacti-
vated FBS) and centrifuged for 30 min at 1000g. The cloudy pellet of neutrophils was washed
twice in HBSS-Prep. Purity and viability were estimated by flow cytometry and were found to
be>90% and> 85%, respectively. Neutrophils (5x105cells/well) were seeded in the upper
chambers of a 96-well transwell plate with a 3-μm pore size polycarbonate membrane (Corn-
ing, Lifescience, USA). The lower chamber contained supernatants collected from a culture of
WT and Clec7a-/- C57Bl/6 (and WT DBA/2 in S4A Fig) BMDM pretreated for 8 h with Sc BG
compounds (100 μg/mL). After a 30 min incubation in a cell culture incubator (37°C, 5%
CO2), the upper chambers were removed and the absolute number of migrated neutrophils
was determined by flow cytometry using MACSQuant Analyzer.

Assessment of phagocytosis and bactericidal activity
GFP-expressing mutants of the S. aureusHG001 strain were prepared as described previously
by Accarias et al [21]. To assess the phagocytosis and bactericidal activity of BMDM, cells were
first stimulated 8 h with 100 μg/mL of Sc CW compounds (BG15, BG65 and BG75) in 24-well
plate (5x105cells/well) as described below and then infected at an MOI = 10 with HG001-GFP
bacteria for 1 h (37°C, 5% CO2). The supernatant was removed and cells were washed twice
with warm PBS. Warm complete RPMI supplemented with Gentamicin™ was then added for 4
or 16 h. At the end of the incubation, cells were lysed with 0.1% Triton X-100 PBS and intracel-
lular bacteria were labeled with propidium iodide (PI) (ImmunoChemistry Technologies,
USA) according to the manufacturer’s instructions. Cell lysates were analyzed by flow cytome-
try (MACSQuant1, Miltenyi Biotech, Germany) and the amount of live and dead engulfed
bacteria were determined using the GFP+PI- and GFP+PI+ gates respectively (MACSQuantify™
Software). Data regarding phagocytosis and bactericidal activity are representative of two inde-
pendent experiments (Data in S4C Fig).

Statistical analysis
All experiments were performed three times unless otherwise specified and data are expressed
as the mean ± SD of the values from all experiments. Each condition was performed in triplicate.
Statistical significance was assessed using a two-tailed unpaired Student’s t-test with a threshold
set at p< 0.05. Mean values shown with different letters on plots are significantly different.

Results

NFκB activity in murine macrophages varies according to the degree of
BG enrichment
We used RAWmacrophage reporter cell line to examine the effect of two BG-enriched Sc CW
extracts as compared to other BG sources on the NFκB pathway (Table 1). At a concentration
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of 100 μg/mL, Sc compounds enriched in BG (BG65 and BG75) were very much weaker induc-
ers of NFκB/AP-1 activity than crude extract (BG15) or zymosan (Fig 1). Similarly, NFκB/AP-
1 activity was low in RAWmacrophages stimulated with a commercial source of purified β(1–
3)(1–6)-glucan, WGPd as a control which confirms that at least two different sources of
enriched BG are poor inducers of NFκB/AP-1 activity. Furthermore, soluble WGP from Sac-
charomyces cerevisiae failed to activate NFκB/AP-1 in these cells. Conversely, curdlan, the lin-
ear β(1,3)-glucan extracted from Alcaligenes faecalis, strongly activated NFκB/AP-1.
Interestingly, in cells treated with a lower concentration of compounds (10 μg/mL), only zymo-
san and not BG15 and curdlan, was able to activate NFκB/AP-1, indicating that zymosan was
more potent to stimulate NFκB and AP-1 pathway.

To confirm that highly-enriched BG do not activate NFκB/AP-1, we tested a large range of
concentrations in reporter cells and found that higher concentrations of the enriched com-
pounds BG65 and BG75 did not either stimulate NFκB/AP-1 activity (Data in S1 Fig), whereas,
BG15 and zymosan induced NFκB/AP-1 activity to the same extent as 100 ng/mL of ultraPure
LPS. Taken together, these data strongly suggest that BG alone cannot consistently activate
NFκB/AP-1.

Sc CW extracts enriched in BG activate dectin-1 but not TLR2/4
Given that particulate BG-enriched Sc CW, but not crude extracts of Sc CW, failed to induce
substantial NFκB/AP-1 activity, we next investigated whether these extracts stimulated the two
main TLRs, using TLR2 and TLR4 reporter cell lines. Consistent with previous data, Sc crude

Fig 1. Saccharomyces cerevisiae (Sc) extracts enriched in β-glucan (BG) are much weaker inducers of NFκB/AP-1 activity in RAW-Blue™
macrophages than other sources of BG.NFκB/AP-1 activity was determined by a colorimetric enzyme assay using RAW-Blue™macrophages as reporter
cell line. Cells were treated for 16 h with 100 or 10 μg/mL of various Sc BG extracts (BG15, BG65 and BG75) or with zymosan, curdlan, dispersible WGPd
and soluble WGPs as controls. Data are expressed as the mean OD 650nm ± SD of three independent experiments performed in triplicate. Mean values not
sharing the same letter are significantly different according to the Student’s t-test (p < 0.05). Comparisons are shown for BG compounds used at 100 μg/mL.

doi:10.1371/journal.pone.0148464.g001
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extracts like zymosan and BG15, but also curdlan, activated TLR2 to a similar extent as 100 ng/
mL of Pam3CSK4, a synthetic ligand of the TLR2 receptor (Fig 2A). Conversely, the BG-
enriched extracts BG65 and BG75 as well as WGPd did not activate TLR2, suggesting that β(1–
3)-glucans but not β(1–6)(1–3)-glucans interact with TLR2.

Similarly, the stimulation of HEK-Blue™-TLR4 cells with zymosan, curdlan, and to a lesser
extent BG15, induced TLR4 signaling to a similar extent as 100 ng/mL of the positive control,
ultraPure LPS; however, this was not true for highly-enriched BG compounds (BG65, BG75
andWGPd) (Fig 2B). Using similar assay with HEK-hTLR9 reporter cells, we completely rule
out the presence of remaining DNA from yeast cells in crude BG15, zymosan, curdlan and
enriched-BG compounds (S2 Fig). We next evaluated the ability of each compound to stimu-
late dectin-1 activity using the same approach. At the assayed concentrations (1–100 μg/mL),
dectin-1 was activated by BG65, BG75 and to a lesser extent by BG15 and zymosan particles in
a dose-dependent manner (Fig 2C). Conversely, dectin-1 activity was much lower in curdlan
andWGPd, and soluble WGP did not activate dectin-1 at all. Strikingly, concentrations higher
than 100 μg/mL for BG65 and BG75 provided saturated signals (data not shown). These data
indicate that the purification process was efficient at removing the TLR2/4 activities and dec-
tin-1 activity is correlated with the degree of BG enrichment.

TNFα production in Sc CW products treated-macrophages correlates
with their reported NFκB activity
Our results suggest that NFκB/AP-1 activation in macrophages treated by Sc crude extracts or
curdlan is directly related to the ability of these molecules to stimulate TLR2/4; therefore, we
examined whether RAW-Blue™macrophages also produce the NFκB-associated pro-inflam-
matory cytokine, TNFα. Consistent with the data presented above (Fig 1), TNFα production
was highly correlated with NFκB activity. Indeed, only a small amount of TNFα (less than 1
ng/mL) was detected in the supernatant of cells treated with the highly-enriched Sc CW
extracts, BG65, BG75 and WGPd, whereas at 100 μg/mL, BG15, zymosan and curdlan stimu-
late the production of more than 6 ng/mL of TNFα (Fig 3A). The 10-fold dilution of BG15,
curdlan and to a lesser extent, zymosan, significantly diminished the cytokine production.

After having assessed the biological effects of Sc BG compounds on the RAW cell line, we
next focused on primary murine macrophages (BMDM). We first performed a time-course
assay to determine the optimal duration of exposure to BG compounds. BMDM produced
lower amounts of TNFα than RAW-Blue™ cells, but the response to BG compounds was highly
correlated between the two cellular models (Fig 3B). Moreover, this experiment confirmed that
regardless of the incubation time, macrophages incubated with highly-enriched Sc BG com-
pounds or WGP produce much lower amounts of TNFα than those stimulated with BG15,
zymosan or curdlan (Fig 3B). Thus, cells incubated for a longer time with enriched compounds
do not produce more cytokine. For all compounds, TNFα production began at 4 h and gener-
ally increased with time at a rate depending on the BG source. Zymosan triggered a strong,
early and long-lasting response in macrophages which was higher than that of all other BG
extracts tested. Indeed, the release of TNFα in response to Sc CW extracts enriched in BG
peaked at 8–16 h of incubation and remained low until the end of the time course experiment,
in contrast to crude Sc CW extracts (Fig 3B). Therefore, 8 h is the incubation time that leads to
maximal cytokine production in response to Sc CW extracts. We then examined how the con-
centration of Sc BG influences TNFα production in BMDM (Fig 3C). At each concentration
tested, more TNFα was released in response to BG15 than either BG65 or BG75 (from 2-fold
higher at 1000 μg/mL to 15-fold higher at 100 μg/mL). Surprisingly, at high concentrations
(300 and 1000 μg/mL), BG75 was more potent to induce TNFα production than BG65 whereas
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Fig 2. Enrichment of BG from yeast cell wall extracts strongly abolishes TLR2/4-related NFκB/AP-1 activities conversely to dectin-1. (A-C)
HEK-Blue™-hTLR2, -hTLR4 and hDectin-1 cells were incubated with serially diluted Sc BG cell wall extracts (BG15, BG65 and BG75) or their BG controls
(zymosan, curdlan, dispersible and soluble WGP) for 16 h in culture medium containing the reporter reagent (37°C, 5% CO2). Each cell line was stimulated
with a 10-fold serial dilution (from 100 ng/mL to 0.001 ng/mL) of control ligand, Pam3CSK4 for HEK-Blue™-hTLR2 and ultraPure LPS for HEK-Blue™-
hTLR4, respectively as shown in the panels on the right of A and B. The NFκB/AP-1-related activity of TLR2, TLR4 and dectin-1 was assessed in
supernatants by a colorimetric assay. The OD value of a blank control, which corresponds to the OD value of HEK-Blue detection medium, was subtracted
from the OD values of samples. The results are presented as OD 650 nm values and are representative of three independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0148464.g002
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no difference was evidenced between these two BG-enriched compounds at lower concentra-
tions tested (from 100 to 10 μg/mL). The largest difference in the response of BMDM to BG15
and BG75 occurred at a concentration of 100 μg/mL; therefore we used this concentration in
the rest of the study. Given that crude Sc CW extracts strongly activated TLR2 and TLR4, we
usedMyD88-deficient macrophages to examine the involvement of theMyD88-signaling TLRs
in TNFα production (Fig 3D). WT iBMDM produced more TNFα than RAW-Blue™ cells or
BMDM, but the response to each compound was highly correlated between the cell types (Fig
3B and 3C) and as expected, the amounts of TNFα produced in WT iBMDM was inversely

Fig 3. Murinemacrophages treated with extracts enriched in BG produce less TNFα than those treated with unpurified Sc cell wall extracts. (A)
RAW-Blue™macrophages were treated with 100 or 10 μg/mL of Sc BG extracts (BG15, BG65 and BG75) or control (zymosan, curdlan, dispersible WGPd
and soluble WGPs) for 16 h and TNFαwas then quantified by ELISA. Comparisons are shown for BG compounds used at 100 μg/mL. (B-C) BMDM from
C57Bl/6 mice were subcultured in 96-well plates. (B) Cells were stimulated for 1, 4, 8, 16 or 24 h with 100 μg/mL of Sc BG extracts (BG15, BG65 and BG75)
or control (curdlan, dispersible WGPd and soluble WGPs). Supernatants were collected immediately after incubation. (C) Cells were incubated for 8 h with a
3-fold serial dilution from 1000 to 10 μg/mL of BG-purified compounds (BG15, BG65 and BG75). Supernatants were harvested immediately after incubation.
(A-C) TNFα was measured using ELISA and the data are expressed as the mean ± SD of three independent experiments performed in triplicate. Mean
values not sharing the same letter are significantly different according to the Student’s test (p < 0.05). (D) Immortalized BMDM (iBMDM) fromWT and
MyD88-/- mice were subcultured in 96-well plates and stimulated for 8 h with 100 μg/mL of Sc BG extracts (BG15, BG65 and BG75) or control (zymosan and
dispersible WGPd). LPS (100 ng/mL) was used as a positive control of MyD88 activation. Supernatants were harvested immediately after each incubation
time to quantify TNFα by ELISA. Data are expressed as the mean ± SD of two independent experiments performed in triplicate. Mean values not sharing the
same letter are significantly different according to the Student’s t-test (p < 0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0148464.g003
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correlated with BG content. Indeed, WT iBMDM treated with zymosan, BG15 and LPS, pro-
duced large amounts of TNFα, in contrast to those treated with WGPd or Sc CW extracts
enriched in BG (BG65 and BG75). The high production of TNFα induced by zymosan, BG15
and the positive control LPS was significantly impaired, and even absent inMyD88-deficient
iBMDM. Furthermore, loss ofMyD88 had a little or no effect on the response of cells to BG65
or BG75, which further suggests that the activation of these cells by crude extracts of Sc CW
mainly depends on TLR pathways. Altogether, these results show that increasing the purity of
BG in Sc CW extracts impairs the production of cytokines by macrophages.

Surface dectin-1 expression and the capacity of response to BG
It has been previously reported that BG does not signal in BMDM in contrast to peritoneal
macrophages or dendritic cells due to a low dectin-1 expression and defaults in its signaling
pathway [18]. We first compared the dectin-1 expression on the surface of various cell types
including resident peritoneal macrophages (RPM), thioglycollate-elicited macrophages
(TEPM) and BMDM, isolated from 3 murine genetic backgrounds (WT or Clec7a-/- C57Bl/6
and DBA/2). Both freshly isolated RPM and TEPM, but also BMDM fromWT C57Bl/6 and
DBA/2 mice expressed high surface levels of dectin-1 in a comparison with Clec7a-/- C57BL/6
as a control (Fig 4A).

Expression of endogenous dectin-1 was very similar between the Raw-Blue™ cell line macro-
phage and primary cells, as indicated by measurement of the mean fluorescence intensity
(MFI) on CD115+ macrophages (Fig 4B). Furthermore, surface expression was slightly higher
on RPM from C57Bl/6 than RPM from DBA/2 whereas no difference could be observed
between the two backgrounds on other macrophage types.

We next compared the ability of macrophages from the different sources to respond to
crude or enriched Sc BG compounds. Crude BG extracts BG15 and especially zymosan,
induced higher TNFα release than did enriched BG65 or BG75 (Fig 4C). Dectin-1-deficiency
affects the production of TNFα in both cell types although the difference is higher with zymo-
san, and with BG-enriched extracts, a 10-fold diminution was noted in TEPM and BMDM (for
BG65, 708 versus 61 pg/mL for TEPM, and 40 versus 6 pg/mL for BMDM inWT and Clec7a-/-

cells, respectively). Similarly, for BG75, TNFα production was 1193 versus 178 pg/mL in
TEPM, and 89 versus 20 pg/mL for BMDM inWT and Clec7a-/- cells, respectively. These data
confirm the above description of low TNFα production triggered by highly-enriched BG com-
pounds whatever the macrophage cell type.

BG-enriched Sc CW extracts stimulate the late Clec7a-dependent
expression of CSF2
We next performed a high-throughput qPCR experiment to investigate the differential effects
of crude and BG-enriched Sc CW extracts on dectin-1 pathway in BMDM. We analyzed the
expression of several genes in WT and Clec7a-/- BMDM stimulated with Sc BG compounds for
different amounts of time. As expected, in both genetic backgrounds, BG15 induced the early
and strong upregulation of pro-inflammatory but also anti-inflammatory genes (Fig 5). The
expression of cytokine genes such as Il1b, Il6 and Il10 peaked between 4 and 8 h post-stimula-
tion and then decreased until 16 h post-stimulation, whereas that of Tnfa was maximal from 4
h post-treatment. Surprisingly, Tnfa was upregulated by Sc BG-enriched compounds, albeit to
a lesser extent than by BG15. The monocyte-attractant chemokine Ccl2 was upregulated at 4 h
post-incubation and its expression was maintained until 16 h in WT BMDM incubated with
BG15 but decreased in cells treated with BG65 or BG75, showing that the expression kinetics
varied depending on the gene products. Interestingly, BG-dependent gene expression was
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severely impaired in Clec7a-/- BMDM. Indeed, the early induction of Il10, Il6, Tnfa, Il1b and
Csf2 gene expression observed in WTmacrophages was partially (BG15) or mainly abrogated
(BG65 and BG75) in Clec7a-/- cells. Intriguingly, the kinetics of Tnfa, Il1b, and Ccl2 gene
expression differed between WT and Clec7a-/- cells. The expression of Tnfa and Il1b was
delayed in Clec7a-/- cells treated with BG15, and at 8 h the expression of these genes was lower
in Clec7a-/- than in WT cells. The expression ofCcl2 was also delayed in Clec7a-/- macrophages
treated with BG15, but this gene was still expressed at 16 h post-incubation and was even
higher in deficient cells. Interestingly, the expression of Csf2 in WT and Clec7a-/- cells treated
with BG15 resembled that of Il10 and Il6. Conversely, BG75 and to a lesser extent BG65, stimu-
lated the late expression of Csf2 that was completely absent in Clec7a-/- cells. Taken together,
these data demonstrate that in WT macrophages, the crude Sc CW extract BG15 triggers an
earlier and stronger response than the BG-enriched Sc CW extracts BG65 and BG75 and, that

Fig 4. Murine primary macrophages including peritoneal macrophages and BMDM express similar levels of the BG receptor dectin-1 and exhibit
the same ability to respond to Sc BG extracts. (A-B) Freshly isolated 4-days thioglycollate-elicited peritoneal macrophages (TEPM), resident peritoneal
macrophages (RPM) and BMDM fromWT andClec7a-/- C57Bl/6, and DBA/2 mice, and the macrophages cell line RAW-Blue™, used as control, were
assessed for surface expression of dectin-1 by flow cytometry (MACSQuant1, Miltenyi Biotech, Germany). Doublets of cells were excluded at the beginning
of the acquisition and a 7-AAD staining was used to discriminate death cells. The surface expression of dectin-1 was determined for each type of primary
macrophages on CD115+ cells. (A) Data are expressed as the frequency of dectin-1+ among CD115+ cells. (B) The mean of fluorescence intensity (MFI) of
dectin-1 was established on CD115+ cells. Results are presented as the mean ± SDMFI of dectin-1 corrected by either the MFI of isotype control for RAW
macrophages, or the MFI of Clec7a-/- C57Bl/6 for WT C57Bl/6 or DBA/2 primary macrophages. (C) Remaining TEPM and BMDM fromWT andClec7a-/-

C57Bl/6 mice isolated from these experiments were subcultured and stimulated with 100 μg/mL of crude or enriched Sc BGCW extracts (BG15, BG65 or
BG75) or zymosan for 8 h (37°C, 5% CO2). Supernatants were collected immediately after incubation and were assessed for TNFα production by ELISA.
Results are shown as the mean ± SD. All data are representative of three mice per group from three independent experiments performed in triplicate.
*p < 0.05 (two-tailed unpaired Student’s t-test); mean values not sharing the same letter are significantly different.

doi:10.1371/journal.pone.0148464.g004
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dectin-1 is required to initiate the late upregulation of Csf2 by BG-enriched compounds. Fur-
thermore, the response of Clec7a-/- cells to BG15 was mainly slower and weaker than that of
WT cells, indicating that dectin-1 improves the early inflammatory response in cells stimulated
with BG-containing Sc CW extracts.

We also assessed the secretion of cytokines in the supernatants fromWT and Clec7a-/-

BMDM incubated with crude or BG-enriched Sc CW extracts. Consistent with the gene expres-
sion profiles of WT BMDM, the crude Sc CW extract, BG15, and zymosan significantly

Fig 5. The timing ofClec7a-dependentCsf2 expression depends on Sc BG content.WT andClec7a (dectin-1)-/- BMDMwere stimulated with Sc BG
extracts for 4, 8 or 16 h. After incubation, supernatants were removed and cells were lysed in RLT lysis buffer. Total RNA was extracted using the RNeasy
Mini Kit and retro-transcribed with the SuperScript III First-Strand Synthesis Super Mix Kit. The expression of cytokine and chemokine genes was measured
by quantitative PCR and normalized with three housekeeping genes (Sdha, Rpl9 andHprt1) selected with GeNorm Software. Individual quantitative PCR
was performed on the LightCycler1 480 system (Roche, Switzerland) using Power SYBRGreen PCRMaster Mix (Applied Biosystems) to confirm the results
obtained with the Biomark method. Data are expressed as fold change related to the mock value, representative of two experiments performed in triplicate.

doi:10.1371/journal.pone.0148464.g005
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induced the production of all cytokines and chemokines examined (Fig 6). In contrast, the BG-
enriched Sc CW extracts, BG65 and BG75, did not significantly stimulate the secretion of these
cytokines and chemokines. We also incubated WT BMDMwith Sc CW extracts for longer
than 8 h. Although levels of GM-CSF in BG65 and BG75-treated cells were higher at 16 and 24
h post-treatment, they remained lower than those triggered by zymosan or BG15 (Data in S3
Fig). We also performed similar experiments in Clec7a-/- macrophages to investigate the role of
the dectin-1 pathway. TNFα, IL-6 and CCL2 productions were similar in WT and Clec7a-/-

BMDM stimulated with BG15 or zymosan, but the secretion of IL-1β, IL-10 and GM-CSF was
significantly lower in Clec7a-/- cells. Similarly, although WTmacrophages treated with the
enriched Sc BG compounds, BG65 and BG75 produced very low amounts of cytokines and
chemokines, the production of TNFα and CCL2 was significantly lower in Clec7a-/- than in
WT cells. No statistical differences were found for IL-6, IL-10 and IL-1β comparing Clec7a-/-

and WT cells response regarding BG65 and BG75 incubation. Altogether, these data suggest
that the interaction between BG and dectin-1 has low stimulatory effects when the crude Sc
CW extract BG15 and zymosan are used. These results further suggest that Sc CW enriched in
BG extracts poorly activate cytokine production in macrophages.

Sc BG-enriched compounds poorly induce neutrophil recruitment via
dectin-1
We found that the various BG compounds tested influence the activation status of macro-
phages, which probably affects the inflammatory response, and in particular, cell recruitment.
To further characterize the effects of Sc CW compounds on the other components of the innate

Fig 6. Sc cell wall crude products- and zymosan-induced cytokine productions are mainly dectin-1-dependent.WT andClec7a-/- BMDMwere
stimulated with Sc extracts enriched in BG for 8 h. After incubation, cell culture supernatants were harvested and stored at -20°C. Chemokines and cytokines
(TNFα, IL-6, CCL2, IL-10 and IL-1β) were quantified using a customized multiplex assay and GM-CSF was measured with a cytokine detection kit. Data are
expressed as the mean ± SD of three independent experiments performed in triplicate. Mean values not sharing the same letter are significantly different
according to the Student’s t-test (p < 0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0148464.g006

Dectin-1-Pathway Fails to Induce Cytokine Production in Macrophages

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0148464 February 3, 2016 14 / 26



immune system, we first evaluated the chemotactic properties of culture supernatants from
BMDM treated with Sc CW compounds. Consistent with our previous results, culture superna-
tants from cells treated with the crude extract BG15 or with zymosan were significantly more
chemo-attractant than their counterparts obtained from cells treated with the BG-enriched Sc
CW extracts, BG65 and BG75 (Fig 7A). BG75- and BG65-conditioned medium were slightly
more chemoattractant than mock control or medium alone, with a non-significant upward ten-
dency for BG75- compared to BG65-conditioned medium. We used Clec7a-/- cells to investi-
gate the involvement of dectin-1 in this process. Dectin-1-deficiency severely altered the
chemotactic activity of BG75-conditioned medium, which had the same effect on Clec7a-/- cells
as BG65-conditioned medium, the mock control or medium alone. Conversely, dectin-1-defi-
ciency poorly influenced the chemotactic properties of BG15- or zymosan-conditioned
medium, suggesting that the production of chemo-attractants by crude BG15 and zymosan
does not depend on dectin-1 signaling.

To confirm these findings, we also performed the chemotaxis assay with supernatants of
BMDM differentiated from DBA/2 mouse bone-marrow precursors because DBA/2 expresses
full-length dectin-1 whereas the C57Bl/6 expresses a truncated splice variant [24,25]. Superna-
tants from DBA/2 cells treated with BG15 or BG65 recruited significantly more neutrophils
than those from C57Bl/6 cells treated with these compounds whereas the migration of neutro-
phils was similar in response to supernatants derived from C57Bl/6 and DBA/2 cells treated
with BG75 (Data in S4A Fig).

Furthermore, we assessed the severity of the peritoneal inflammation using the cell number
ratio between recruited neutrophils and inflammatory monocytes in a peritonitis model after
BG15, BG75 or zymosan challenge, as recently reported by Lastrucci et al [26]. For both zymo-
san and BG15, the cell recruitment was significantly dominated by neutrophils (p< 0.01)
which attested to an intense inflammatory reaction (Fig 7B). In contrast, BG75 intra-peritoneal
injection induced much lower neutrophil infiltration. These observations are clearly consistent
with our in vitro results showing that crude BG15 and zymosan are strong inducers of inflam-
mation in macrophages.

To confirm these results, we quantified the two major chemokines involved in neutrophil
recruitment, CXCL1 (KC) and CXCL2 (MIP-2) in culture supernatants of macrophages stimu-
lated in vitro by Sc BG compounds. Consistent with our previous observations, BMDM treated
with the crude Sc CW extract BG15 or zymosan produced higher amounts of these chemokines
than those treated with the BG-enriched compounds, BG65 and BG75 (Fig 7C). Again, BG75
tended to induce higher amounts of chemokine and recruit slightly more cells than BG65-con-
ditioned medium. Intriguingly, dectin-1-deficiency did not significantly influence chemokine
production in cells treated with BG15, but strongly impaired CXCL2 by BMDM treated with
BG-enriched Sc CW compounds. Together, these results further suggest that crude products
promote neutrophil recruitment independently of BG-dectin-1 interactions, in contrast with
BG-enriched Sc CW extracts which poorly induce neutrophil recruitment via dectin-1.

Sc BG-enriched compounds strongly stimulate ROS production via CR3
but not dectin-1
We next investigate the capacity of BG extracts to modulate phagocytosis and killing, notably
by producing ROS. Strikingly, ROS production within the first 30 min post-stimulation was
significantly higher in WT BMDM treated with BG65 and BG75 than in those treated with
crude BG15 and zymosan (Fig 7D). Conversely, curdlan and WGPd prompted macrophages to
release very low amounts of ROS, similar to the levels detected in mock conditions. To deter-
mine whether the response to Sc BG compounds is mediated by the dectin-1 or the CR3
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Fig 7. ScBG-enriched extracts poorly induce neutrophil recruitment via dectin-1 but strongly stimulate ROS production via CR3 and not dectin-1.
(A) Transwell chemotaxis assay to assess the chemotactic activity of supernatants fromWT andClec7a-/- BMDM stimulated with Sc BG extracts (BG15,
BG65 and BG75) for 8 h. BM neutrophils of WT C57Bl/6 mice (5x105cells/well) were incubated for 30 min at 37°C with the supernatants and the neutrophils
migrating into the lower chamber of the 96-well transwell plate were quantified by flow cytometry with an absolute counting system. Control wells containing
medium (RPMI supplemented with 10% heat-inactivated FBS) were included in the chemotaxis assay. Data are expressed as the mean ± SD of three
independent experiments performed in triplicate. (B) C57Bl/6 mice (n = 4/group) were challenged ip with 100 μg of BG15, BG75 or zymosan under 500 μL of
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pathways, we performed the same experiments in Clec7a-/- BMDM and with a neutralizing
antibody against CR3 (αCD11b). Surprisingly, ROS production was similar in Clec7a-/- and
WT BMDM treated with BG65 and tended to be higher (+30%) in response to BG75 in
Clec7a-/- than in WT BMDM (Fig 7E). In contrast, ROS production in response to BG15 was
consistently 40% lower in Clec7a-/- than in WT BMDM and was 64% lower in zymosan-treated
Clec7a-/- BMDM than their zymosan-treated WT counterparts. Other BG-containing com-
pounds such as curdlan and WGPd induced ROS production neither in WT nor Clec7a-/- cells
(Data in S4B Fig). Inhibition of the CR3 pathway in BMDM with the blocking monoclonal
antibody (clone M1/5) led to a moderate to severe impairment of ROS production in cells
treated with BG-containing Sc CW extracts (Fig 7E). CR3 blockade impaired zymosan-stimu-
lated and BG15-stimulated ROS production by 52% and about 40%, respectively. Interestingly,
blocking the CR3 pathway in BG65- and BG75-stimulated BMDMmoderately inhibited ROS
production (by approximatively 30%). Thus, the BG-enriched Sc CW extracts BG65 and BG75
strongly stimulate ROS production partly through the CR3 but independently of the dectin-1
pathway. Conversely, crude Sc CW extracts stimulate low but dectin-1- and CR3-dependent
ROS production, despite their TLR2/4 activity. To confirm these results, we analyzed the ability
of BMDM pretreated with Sc BG compounds to phagocyte and kill bacteria. Incubation with
BG-enriched or crude Sc CW extracts did not appear to influence the ability of BMDM to
phagocyte the S. aureusHG001 strain bacteria (Data in S4C Fig). However, even if no statistical
differences were evidenced, macrophages incubated with BG65 or BG75 tended to kill more
bacteria than those incubated with BG15 or mock. Thus, these findings, and those of our ROS
experiments, suggest that Sc CW extracts enriched in BG stimulate the bactericidal activity of
macrophages.

Discussion
In this study, we show that BG are not sufficient by themselves to trigger cytokine and chemo-
kine production in various types of murine macrophages, despite promoting other activities
such as ROS production and bacterial killing.

Our results suggest that dectin-1 alone is not sufficient to trigger NFκB/AP-1 signaling in
macrophages but crosstalk between dectin-1 and other PRRs, such as TLR2 and TLR4, greatly
enhances NFκB-associated cytokine production, notably when TLR signals are weak. BG make
up around 50% of the Saccharomyces cerevisiae CW [16], and as shown here, Sc CW extracts
contains a mixture of various ligands that activate other PRRs on immune cells. Upon enrich-
ment, these PRR signals are partially or totally removed, leaving dectin-1 ligands more less
intact.

Many studies have described the immuno-modulatory effects of ‘β-glucans’. However, con-
tradictory data resulting from these studies may lead to misconceptions about biological

PBS. After 6 h of incubation, peritoneal cells were collected and the number of recruited neutrophils and inflammatory monocytes were assessed by flow
cytometry as described in Material and Methods section. Data are presented as the mean ± SD of four individual mice measurements and are representative
of two independent experiments. (C) WT andClec7a-/- BMDMwere stimulated with Sc BG extracts for 8 h. After incubation, cell culture supernatants were
collected and stored at -20°C. CXCL1 and CXCL2 were quantified using a customized multiplex assay. Data are expressed as the mean ± SD of three
independent experiments performed in triplicate. (A-C) Mean values not sharing the same letter are significantly different according to the Student’s test
(p < 0.05). (C-D) WT (D-E) andClec7a-/- BMDM (E) were subcultured in 96-well plates and incubated simultaneously with Luminol and 100 μg/mL of Sc BG
extracts (BG15, BG65 and BG75) or control (zymosan, curdlan, dispersible WGPd and soluble WGPs). ROS production was assessed immediately from the
intensity of luminescence in each well, which was measured every 5 min for 2 h with a Tecan plate reader. (D) Results are expressed as the mean of
luminescence intensity ± SD of two independent experiments performed in triplicate. (E) WT BMDMwere incubated for 1 h with LEAF™ anti-mouse CD11b
(αCD11b) or with its rat control isotype IgG2a mAb and were then treated with BG products. Data were recorded into Prism 6 (GraphPad Software, San
Diego, CA) and analyzed by the area under curve (AUC) method. Levels of ROS produced by αIgG2a-WT BMDMwere comparable to those of untreated
cells. Results are expressed as the mean of three independent experiments performed in triplicate. Mean values not sharing the same letter are significantly
different according to the Student’s t-test (p < 0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0148464.g007
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activities of BG. These discrepancies may be explained by the heterogeneity of BG preparations,
especially regarding source, degree of purity and molecular structure. For example, even the
exact composition of ‘zymosan’ remains unclear because zymosan may differ from a provider
to another, is rarely handled as supplied and may have undergone treatment before use, such
as depleted zymosan that is used as a selective ligand of Dectin-1. Consequently, several prop-
erties have been unfairly ascribed to BG, which prompted us to use a triad of Sc CW extracts
increasingly enriched in BG.

In our study, the incubation of macrophages with extracts from the same strain, substan-
tially altered cell activation depending on the BG content. Our cell reporter assays showed that
BG65 and BG75 lowly activate macrophages, notably for cytokine production, and are deprived
of MyD88-related activity, despite strong dectin-1 activity. Consistently, we also showed that
activation of dectin-1 poorly stimulated NFκB-associated TNFα production. Furthermore, Sc
CW extracts enriched in BG, especially BG75, induced the production of small but similar
amounts of TNFα in WT andMyD88-/- cells. These results seem to contrast with those of pre-
vious studies involving particulate BG, but are consistent with those showing that soluble BG
has no effect on macrophages and dendritic cells [2]. Indeed, particulate BG-containing
extracts, including curdlan and other Sc- or Candida albicans CW extracts, and even a syn-
thetic ‘BG’ [27], has been shown to stimulate cells via the NFκB pathway, resulting in the pro-
duction of large amounts of TNFα, IL-12, -6, -10, CCL2, and MIP-2 via a dectin-1-dependent
pathway [11,13,18,28,29]. In vivo studies also suggest that BG initiate the mobilization of
immune cells (neutrophils) to the blood and other organs, like the spleen, by strongly promot-
ing the release of cytokines and chemokines [30]. In the context of wound healing, Sc BG also
activate NFκB via TLR2 and dectin-1 in murine and human macrophages in vitro and in vivo,
and recruit macrophages to the site of healing [31]. Thus, particulate BG-containing Sc CW
extracts are generally thought to promote strong cellular responses. However, some studies
report conflicting findings. For example, Shah et al found that Sc BG does not upregulate cyto-
kine production (IL-1β, IL-2, IL-6, IL-10, TNFα) in microglia cells [32], which is consistent
with the results of our study. Of note, RNA values were in lines with cytokine production for
all cytokines, although slight unmeaning variation can be observed for TNFα in BG15 condi-
tion between WT and Clec7a-/- BMDM, that could result from post-transcriptional regulation
in WT cells, a mechanism previously described by several authors for this cytokine [33]. Our
data were also in lines with results previously observed using depleted zymosan, showing weak
IL-10 production and IL12p40 induction compared to zymosan [19,34]. This seems to suggest
that BG-enriched extracts could be alike to depleted zymosan, a hot alkali-treated zymosan
that activates dectin-1 but not TLR2.

Furthermore, particulate BG products have often been poorly characterized (in terms of
structure, composition and source), which complicate the comparison of the results. Indeed,
Adams et al found that the interaction of BG with dectin-1 strongly depends on the primary
structure of BG, including its chain length and side-chain branching [7], such that structurally
different BG may have distinct biological effects on immune cells. Furthermore, activation of
dectin-1 has been shown to require the formation of a ‘phagocytic synapse’ on the cell mem-
brane [17]. In addition to contain observable particles under microscope, all BG suspensions
used in this study (except the soluble WGPs), induced a substantial response in our dectin-1
reporter assay, even stronger than the positive control WGPd. Consistently with findings of
Goodridge et al, this strongly suggests that our particulate BG extracts were able to trigger dec-
tin-1 clustering. Interestingly, some authors reported that BMDM from C57BL/6 poorly express
dectin-1 and this was the cause of their low responsiveness following highly-enriched BG stimu-
lation as comparison to peritoneal cells or bone marrow-derived dendritic cells. It might be true
that according to the method of in vitromaturation, BMDM could express significantly different
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levels of the main BG receptor [35]. Indeed, Gersuk et al reported that cells incubated in L929
medium, that we used in this study, exhibit increased expression of surface dectin-1 compared
to cells matured in recombinant M-CSF. Moreover, expression of dectin-1 on BMDM surface
was observed by other authors [12,18]. Furthermore, we also assessed that BMDM, RPM,
TEPM and the RAW-Blue™ cells expressed similar levels of this receptor, meaning that there is
no direct correlation between dectin-1 surface expression levels and the ability of macrophages
to respond to enriched-BG. This was clearly elucidated by the lower amounts of TNFα produc-
tion in TEPM stimulated by BG65 and BG75 compared to BG15 and zymosan, but also in
RAW cells which express high endogenous levels of dectin-1 and exhibit low NFκB activity after
BG-enriched treatment. TEPM isolated from DBA/2 also released low TNFα in response to
BG65 and BG75 (data not shown), even if that mouse strain express a more active isoform of
dectin-1 compared to C57Bl/6 strain [24,25]. Thus, we demonstrated that macrophages from
various sources were unable to produce a robust inflammatory response following dectin-1 sig-
naling mediated by BG-enriched treatment. This is in contradiction with the conclusion of
Goodridge et al saying that responsiveness of BMDM from C57Bl/6 following BG binding was
due to expression of additional factor which restrict dectin-1/CARD9 signaling for TNFα induc-
tion [18]. This is not taking into account the fact that BMDM are globally low responsive cells
compared to resting or elicited peritoneal macrophages.

We also observed that in macrophages treated with Sc CW extracts enriched in BG,
GM-CSF was not secreted at an early stage of the response. Instead, the expression of Csf2
(which encodes GM-CSF) was upregulated from a late time-point according to the BG-content
of extracts in WT cells that was totally abrogated in their Clec7a-/- counterparts. It has been
reported that the production of GM-CSF upon stimulation with BG-enriched Sc CW extracts
also promotes dectin-1 expression at the surface of activated cells [18,36,37,38]. Although we
observed a slight overexpression of dectin-1 induced by BG-enriched compounds (data not
shown), the secretion of GM-CSF was a late consequence of dectin-1 triggering, suggesting that
BG stimulate the expression of Csf2 indirectly, by a secondary mechanism, possibly a feedback
loop that remains to be deciphered.

The non-pathogenic yeast CW contains mannans, chitins and glycoproteins, as is the case
for zymosan [14] and BG15. Therefore, it is important to consider the role of these molecules
in the cellular responses as they can interact with other PRRs or even collaborate with dectin-1
[39,40]. For example, according to their structure, mannans are recognized by MR (Mannose
Receptor), dectin-2 or even TLR4, resulting in cytokine production [6,41]. This may explain
why the activity BG65 was slightly higher than that of BG75, as BG65 contains almost 4% of
mannans in contrast to BG75 which mannan-content remains less than 1%. This is especially
true for BG15 or zymosan that induced the release of pro-inflammatory cytokines and chemo-
kines (TNFα, IL-6, IL-1β, CCL2) but also the anti-inflammatory cytokine, IL-10. Furthermore,
crude or poorly enriched Sc CW extracts have strong TLR2 and in a much lesser extent TLR4
activity, although their ability to activate dectin-1 resembles that of BG-enriched Sc CW
extracts, indicating that the inflammatory response elicited by these crude compounds is not
mediated by dectin-1 alone. Gantner et al [19] and several other studies have reported that
zymosan activates macrophages [10,32,37,42,43]. This activity has been attributed to BG but it
probably results from other cell wall components, as suggested by our experiments and also
depleted zymosan versus zymosan comparisons in the literature, or from cooperative or syner-
gistic signals. Indeed, dectin-1 and TLR2 work together to control the cellular response to
microbes [29,44]. Both dectin-1 and TLR stimulate the production of TNFα and IL-12 via
NFκB in response to particulate stimuli containing zymosan, suggesting that dectin-1 is an
important partner of TLR2 on macrophages. Furthermore, BMDM or BMDC fromMyD88- or
TLR2-/- mice produce almost no TNFα, IL-6, -10 and -23 in response to zymosan [10,45,46],
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suggesting that TLR pathways are required to trigger the pro-inflammatory response to crude
Sc CW BG-containing extracts like zymosan. We also found thatMyD88-deficiency strongly
affected the ability of zymosan and BG15 to induce the production of TNFα. However, some
authors conclude that dectin-1 is required to elicit an inflammatory response upon zymosan
stimulation. Indeed, the overexpression of dectin-1 in RAW264.7 cells enhances TNFα and
IL12p40 secretion in response to zymosan [10,19], and Taylor et al showed that dectin-1-defi-
cient cells fail to release TNFα following stimulation with opsonized or unopsonized zymosan
[11]. In our study, we were unable to make similar conclusions regarding the response of
Clec7a-/- BMDM to zymosan, although we observed a slightly altered production of TNFα by
Clec7a-/- TEPM receiving zymosan. Furthermore, we found that dectin-1 deficiency did not
affect the production of pro-inflammatory cytokines/chemokines in response to zymosan in
BMDM, except for that of GM-CSF, IL-10 and IL-1β, an inflammasome-related cytokine
which secretion was reported to be mediated through dectin-1-dependent pathway in human
macrophages [47,48]. It is not surprising that IL-10 production induced by zymosan was
severely impaired in Clec7a-/- BMDM, as far as Elcombe et al previously described the ERK-
and p38 MAPK- CREB pathways involvement leading to IL-10 release after dectin-1 engage-
ment [34]. Our observations are also consistent with the results of Shah et al who reported the
same effect after neutralizing dectin-1 on microglia cells [32].

We also evidenced that zymosan induced TLR4 activity in a reporter cell line, which may
explain why zymosan strongly activated macrophages. The effects of BG-containing Sc CW
extracts on TLR4 activity have been rarely investigated or verified upon treatment. However, a
few studies report that TLR4 contributes somewhat to the effects of dectin-1 on immune cells
[6,29,42,43]. Chemokine production induced by zymosan or zymosan-like extracts induces the
recruitment of cells, such as monocytes via CCL2 and also neutrophils mainly via CXCL1 (KC)
and CXCL2 (MIP2). Our findings suggest that these events occur in a dectin-1-independent-
manner. Furthermore, the macrophage inflammatory protein MIP2 is produced in large
amounts by RAW264.7 macrophages and dendritic cells stimulated with curdlan [36,49]. Sur-
prisingly, for all BG-containing Sc CW extracts tested, supernatant derived from DBA/2 cells
was more chemotactic than that derived from C57Bl/6 cells, in accordance with the fact that
the full length form of dectin-1 is more effective than the truncated form.

ROS production was significantly higher in BMDM treated with BG65 and BG75 than those
treated with crude Sc CW extracts. ROS production was not affected by the loss of Clec7a, sug-
gesting that ROS production depends on BG but is not mediated by dectin-1. However, poorly
enriched compounds such as BG15 and zymosan stimulate the production of low amounts of
ROS production in part via dectin-1. These findings contrast with previous studies, showing
that zymosan induces strong respiratory burst in human and murine macrophages
[17,19,50,51], consistent with our findings, some studies showed that macrophages produce
only low amounts of ROS in response to zymosan [11] and respiratory burst induced by zymo-
san is severely impaired following the genetic deletion of dectin-1 [11,50,51]. Furthermore, ROS
promote the induction of IL-10 in human macrophages treated with zymosan [52]. We also
observed that zymosan and BG15 stimulate IL-10 expression by BMDM in a dectin-1-depen-
dent manner (confirmed at protein levels), which is consistent with the findings of Elcombe et al
[34]. Conversely, BG-enriched Sc CW extracts triggered the production of significant amounts
of ROS but negligible amounts of IL-10 mRNA and protein, both inWT and Clec7a-/- BMDM.
This suggests that ROS production depends on BG but not dectin-1, and raises doubt about the
link between IL-10 and ROS production. Instead, neutralization of CD11b (CR3) impaired ROS
production by at least 30% in macrophages incubated with BG-enriched Sc CW compounds,
and to an even greater extent in those incubated with crude Sc CW compounds. Thus, CR3 par-
tially initiates respiratory burst following the recognition of unopsonized BG compounds. These
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findings are consistent with several studies demonstrating that CR3 is involved in recognition
and phagocytosis of nonopsonized zymosan, leading to superoxide production [53]. Further-
more, CR3 appears to be the most important receptor for phagocytosis, although dectin-1 is
necessary for the optimal uptake of BG [54]. This may explain why we observed that ROS pro-
duction was similar betweenWT and Clec7a-/- BMDM treated with BG-enriched Sc CW
extracts. However, we found that the inhibition of CR3 was not able to impair ROS production
to levels observed with crude Sc CW compounds. This suggests that other(s) receptor(s) is
involved in respiratory burst such as the TLR/MYD88 pathway, although Gantner et al demon-
strated that this pathway is not linked to ROS production [19]. The phagocytic and bactericidal
activity of BMDM treated Sc CW compounds were consistent with the amount of ROS that they
produced. Consequently, BG are of great interest not only for anti-fungal, but also for anti-bac-
terial immunity. Indeed, Clec7a- deficient hosts are more susceptible to C. albicans infections
than their WT counterparts [11]. This is consistent with the fact that BG from the pathogenic
yeast Candida albicans are shielded from dectin-1 by outer cell wall components, allowing the
pathogen to evade host immune responses [6,28,55,56].

Conclusion
In conclusion, our findings demonstrate that the recognition of Sc CW BG-enriched extracts by
macrophages relies on C-type lectins receptors among which dectin-1 appears central. However,
in absence of a concomitant TLR stimulation, the triggering of dectin-1 pathway results in a
weak NFκB response and consequently the production of low amounts of pro- and anti-inflam-
matory cytokines. Conversely, these BG-enriched extracts are able to activate macrophages for
strong respiratory burst. Despite the intense research led in this field, the events that occur fol-
lowing the recognition of Sc BG compounds by dectin-1 and other PRRs remain unclear, proba-
bly because the compounds used until now have been too poorly characterized. Considering our
findings, highly BG-enriched Sc CW extracts may be useful in the future to determine the mech-
anism of action of BG to evaluate their utility as immuno-modulatory molecules.

Supporting Information
S1 Fig. Sc cell wall crude extract (1 mg/mL) induces the same level of NFκB activity as the
optimal dose of LPS in RAW-Blue™macrophages. RAW-Blue™macrophages were pretreated
with 10-fold serial dilutions from 1 mg/mL to 1 ng/mL of Sc BG extracts (BG15, BG65 and
BG75) or with 100 ng/mL of ultraPure LPS for 16 h. NFκB activity was assessed by reading OD
at 650nm after another 16 h incubation of cell culture supernatants with Quanti-Blue™ reagent.
Data are expressed as the mean ± SD of OD at 650nm minus the background value. Two inde-
pendent experiments were performed in duplicate.
(PDF)

S2 Fig. Sc cell wall extracts and curdlan are deprived of TLR9 activity.HEK-Blue™-hTLR9
were incubated with serially diluted Sc BG cell wall extracts (BG15, BG65 and BG75) or their
BG controls (zymosan and curdlan) for 16 h in culture medium containing the reporter reagent
(37°C, 5% CO2). This cell line was stimulated with a 3-fold serial dilution (from 1 to 0.01 μg/
mL) of control ligand, CpG ODN2006 as shown in the right panel. The NFκB/AP-1-related
activity of TLR9 was assessed in supernatants by a colorimetric assay. The OD value of a blank
control, which corresponds to the OD value of HEK-Blue detection medium, was subtracted
from the OD values of samples. The results are presented as OD 650 nm values and are repre-
sentative of three independent measurements.
(PDF)
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S3 Fig. GM-CSF production by BMDM is time- and BG-dependent.WT BMDM were stim-
ulated with Sc extracts enriched in BG for 8, 16 or 24 h. After incubation, cell culture superna-
tants were harvested and stored at -20°C. GM-CSF was measured with a cytokine detection kit
provided by R&D Systems (France). Data are expressed as the mean ± SD of three independent
experiments performed in triplicate. Mean values not sharing the same letter are significantly
different according to the Student’s t-test (p< 0.05).
(PDF)

S4 Fig. Sc BG-enriched extracts poorly induce neutrophil recruitment via dectin-1 and
strongly promote bactericidal activity in a BG- but not dectin-1-dependent manner. (A)
Transwell chemotaxis assay to assess the chemotactic activity of supernatants of WT and
Clec7a-/- BMDM from C57Bl/6 mice and WT DBA/2 BMDM stimulated with Sc BG extracts
(BG15, BG65 and BG75) for 8 h. Bone marrow neutrophils of WT C57Bl/6 mice were incu-
bated for 30 min with the supernatants and the neutrophils migrating into the lower chamber
of the transwell plate were quantified by flow cytometry with an absolute counting system.
Data are expressed as the mean ± SD of three independent experiments performed in tripli-
cate. Mean values not sharing the same letter are significantly different according to the Stu-
dent’s t-test (p< 0.05). (B) Clec7a-/-BMDM were subcultured in 96-well plates and incubated
simultaneously with Luminol and 100 μg/mL of Sc BG extracts (BG15, BG65 and BG75) or
control (zymosan, curdlan, dispersible WGPd and soluble WGPs). ROS production was
assessed immediately from the intensity of luminescence in each well, which was measured
every 5 min for 2 h with a Tecan plate reader. Results are expressed as the mean ± SD of one
experiment performed in triplicate and are representative of two independent experiments.
(C) The bactericidal activity of BMDM (5x105cells/well in 24-well plate) primed with 100 μg/
mL of Sc BG extracts (BG15, BG65 and BG75) for 8 h was measured after infection with a
GFP- expressing mutant of S. aureusHG001 strain at MOI 10 for 1 h, as described in the
Material and Methods. Cells were washed, lysed in 0.1% Triton X-100 PBS and intracellular
bacteria were labeled with propidium iodide (PI). Cell lysates were analyzed by flow cytome-
try (MACSQuant1, Miltenyi Biotech, Germany) and the amount of live and dead engulfed
bacteria were determined using the GFP+PI- and GFP+PI+ gates, respectively (MACSQuan-
tify™ Software). A control sample without Gentamicin™ was included in this assay to estimate
the number of bacteria engulfed by BMDM. Data are expressed as the mean ± SEM of two
independent experiments performed in duplicate. The panel on the right shows the percent-
age of live bacteria phagocytized at 4 and 16 h post-challenge compared to 1 h of bacteria-
cells interaction.
(PDF)

S1 Table. Primers designed for analysis of gene expression in BMDM by quantitative PCR.
(PDF)
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Primers (5' -> 3') 
Genes Forward Reverse 
TNFa CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 
Il6 GAGGATACCACTCCCAACAGACC AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 
Il1b CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG GATCCACACTCTCCAGCTGCA 
Il10 GGTTGCCAAGCCTTATCGGA ACCTGCTCCACTGCCTTGCT 
Ccl2 CTTCTGGGCCTGCTGTTCA CCAGCCTACTCATTGGGATCA 
Csf2 CCGTAGACCCTGCTCGAATA TGCCTGTCACATTGAATGAA 
Sdha ATTGTGCCTGGTCTGTATGC AATTTGCTCCAAGCCGGTTG 
Rpl9 TGGTCCCTGCTCTCAAG GGCCTTTTCCTTCCGTTTCTC 
Hprt1 AGGACTGAAAGACTTGCTCGAG AATCCAGCAGGTCAGCAAAG 
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II.1.4 Résultats supplémentaires 

II.1.4.1 La source et la structure des BG et d’autres composés 
pariétaux influencent l’intensité de la réponse inflammatoire des 
macrophages 
 
L’analyse bibliographique présentée dans l’introduction a révélé la grande diversité des 

sources et des structures moléculaires des BG, notamment en termes de branchement 

(fréquence, type de liaison), de poids moléculaire et de solubilité. Ces paramètres varient en 

fonction de la source et même de la souche, mais également des procédés d’extraction utilisés. 

Chez les levures non pathogènes comme Saccharomyces cerevisiae, les BG sont 

majoritairement composés de liaison β(1,3)(1,6), peuvent être solubles ou particulaires. Par 

une approche de criblage, la réponse induite par diverses préparations de BG et de chitosan a 

été évaluée à l’aide de différents systèmes cellulaires, d’une part grâce à une lignée de 

macrophages murins rapporteurs de l’activité NFκB/AP-1, la lignée commerciale RAW-Blue, 

et d’autre part des cellules primaires dérivées de la moelle osseuse, les BMDM issus de souris 

C57Bl/6. Les cellules ont été stimulées pendant 16 h avec 100 ou 10 µg/mL de préparations 

dont la description est présentée dans le tableau ci-dessous. En parallèle, des ligands 

commerciaux ont été testés à la dose optimale de 100 µg/mL à l’exception du LPS et du LTA 

utilisés à la concentration optimale de 100 ng/mL. Enfin, les quantités de cytokines pro-

inflammatoires TNFα et IL-6 produites ont été déterminées à l’aide de la méthode ELISA. 

L’activité NFκB/AP-1 a été évaluée grâce au système rapporteur et est exprimée en unité 

arbitraire en fonction d’une référence externe produite avec le surnageant de cellules 

stimulées avec 100 ng/mL de LPS. 

 
Référence Détails Origine  

B20 Paroi Panification 20% BG 
Levure 

 E60 Paroi Panification 60% BG 
F Chitosan isolé HCl 

Crustacés 

 

G Chitosan Particulaire 
H Chitosan Soluble 
I Chitosan 342 
J Chitosan 652 

M Parois panification Levure  
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Les résultats indiquent que les préparations issues des parois de levure sont hétérogènes, 

certaines conduisant à une réaction inflammatoire variable selon la souche et la concentration 

en BG (précédemment décrites dans l’article). D’une part, BG15, issu d’une souche de 

brasserie de Sc à la dose de 100µg/mL entraine une production de TNFα et d’IL-6 élevée par 

les BMDM, similaire à celle du Curdlan et du Zymosan, en comparaison du LPS, le ligand de 

TLR4 (Figure II-1A). La forte activité NFκB associée à ces quatre composés est corrélée à 

l’intensité de la réponse inflammatoire qu’ils induisent (Figure II-1B). A la différence, les 

composés enrichis en BG à partir du BG15, BG65, BG75, de même que les composés enrichis 

en BG ou non d’une souche de panification de Sc, B20 et E60, ainsi que le WGPd induisent 

une production faible de TNFα, voire indétectable pour l’IL-6, dont l’activité NFκB n’est pas 

différente de celle de la condition sans stimulation (milieu de culture). Par ailleurs, le 

composé M également issu d’une souche de panification entraine une forte production de 

TNFα malgré la faible activité NFκB. De façon attendue, le WGPs, composé contenant des 

BG solubles, ne déclenche aucune production de cytokines.  

Globalement, les composés contenant du Chitosan, extraits de la carapace de crustacés, 

particulaires, solubles ou commercial (F, G, H et I), à l’exception du composé J, n’activent 

pas les BMDM, ni les cellules RAW-Blue dans les conditions testées. Le chitosan 652, un 

produit commercialisé pour ses qualités immunostimulantes induit une forte production d’IL-

6. 

L’ensemble de ces résultats confirme donc la grande hétérogénéité des réponses induites par 

les différents composés contenant des BG, probablement en raison de leur diversité de 

composition et de structure provenant de sources variées et obtenus selon des procédés 

d’extraction différents.  
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II.1.4.2 Influence de la fragmentation des composés pariétaux de 
levure sur la réponse cellulaire des macrophages 
 

Cette expérimentation avait pour but d’étudier l’influence de la fragmentation des parois et de 

la méthode de dispersion physique des préparations de Sc de différentes souches (brasserie 

versus panification) sur l’intensité de la réponse. Quatre méthodes de dispersion ont été 

évaluées sur les composés utilisés dans les études publiées dans l’article 1 (issus de la souche 

de brasserie) et sur les 2 composés issus des parois de souches de panification, B20 et E60, 

son descendant enrichi en BG :  

- La méthode dite « sa » correspond à une dispersion du composé préalablement mis en 

solution à l’aide d’une seringue montée d’une aiguille de 26G, comprenant 20 cycles 

d’aspiration/refoulement. 

- La méthode dite « Biorad » ou « Billes » correspond à une dispersion mécanique basée sur 

l’utilisation de billes de céramique dont la taille varie entre 1,2 mm et 1,4 mm. Le mélange 

billes/BG est soumis à un programme de ribolyse composé de 2 cycles de 45 secondes à 6500 

rpm entrecoupés de 30 secondes dans le but de fragmenter les particules. 

- La méthode dite « Poudre » reprend la méthode précédente mais utilise une poudre de verre 

formée de fines particules de verre de 0,15 mm à 0,25 mm. Le précédent programme de 

ribolyse est également appliqué au mélange pour disperser mécaniquement les composés 

pariétaux de levure. 

- Enfin, « nd » signifie non dispersé. Les préparations sont simplement mises en solution et 

homogénéiser par pipetage. 
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Les résultats obtenus montrent que quelle que soit la méthode de dispersion utilisée, il 

n’existe pas de différence significative de l’activité NFκB pour une même préparation de BG 

à 100µg/mL (Figure II-2A). Au mieux, une tendance existe pour BG15, pour lequel l’absence 

de dispersion génère une réponse NFκB légèrement plus grande ; ce résultat n’est cependant 

confirmé qu’à la dose de 10 µg/mL pour la production de TNFα (Figure II-2B). 

Par ailleurs, la quantification de TNFα dans les surnageants des BMDM stimulés par ces 

préparations durant 16 h à la concentration de 10 ou 100 µg/mL reflète l’activité NFκB 

associée à ces préparations (Figure II-2B). Aucune différence ne peut être observée entre les 

deux méthodes « poudre » et « non dispersé » aux deux concentrations testées. A noter que les 

profils cytokinique et inflammatoire restent similaires d’une étude à l’autre. 

Finalement, il semblerait que les différentes méthodes de dispersion utilisées qui influencent 

indéniablement la biodisponibilité des particules, ne modifient pas la réponse inflammatoire 

mesurée in vitro. Les composés enrichis BG65 et BG75 sont dépourvus d’activité pro-

inflammatoire comparés au BG15, le composé brut originel.  
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II.1.4.3 La réponse des macrophages dérivés de monocytes 
sanguins bovins ont une réponse cytokinique similaire à celles des 
macrophages murins 
 

Dans cette expérimentation, nous nous sommes intéressés à la réponse aux BG issus de Sc 

CW des cellules primaires de l’espèce cible, i.e. l’espèce bovine, à laquelle nous souhaiterions 

transposer ce travail. En effet, la structure et les fonctions du récepteur Dectin-1 sont variables 

entre les espèces humaine et murine, et les réponses sont différentes en fonction du type 

cellulaire impliqué, i.e. les cellules dendritiques et les macrophages. Ici, nous avons utilisé des 

macrophages différenciés à partir de monocytes sanguins bovins (boMDM) selon la méthode 

publiée par Werling et al. [405]. Brièvement, les prélèvements de sang de bovins, dilués au 

1:2 dans du milieu HBSS, ont été soumis à un gradient de Ficoll. Après, centrifugation, les 

PBMCs ont été collectés en PBS avant d’être mis en culture dans des poches de 

différenciation en Téflon (MACS®GMP Cell Differentiation Bag, Miltenyi Biotec) (10-20 

mL, 4-6x106 PBMCs/mL) pendant 7 jours à 37°C en atmosphère humide. Les PBMCs ont été 

cultivés dans un milieu de culture à base de RPMI supplémenté de 1% de Sodium Pyruvate 

(SP), 1% d’acides aminés non essentiels (AANE), 15% de SVF décomplémenté (ou FCS, 

Fetal Calf Serum), 100 U/mL Pénicilline-Streptomycine et 2.5µM d’Amphotéricine B 

(Invitrogen). Après 7 jours de différenciation, les boMDM et autres cellules sanguines ont été 

collectés, centrifugés et lavés dans du milieu de culture frais. 

Les boMDM ont ensuite été dénombrés à l’aide d’une cellule de Thoma et sélectionnés par 

adhérence pendant 16 h en plaque de culture 96 puits (1x105 cellules /puits) à 37°C en 

atmosphère humide. Les cellules non adhérentes ont été éliminées par 2 ou 3 étapes de lavage 

en PBS préalablement porté à 37°C. Le protocole de stimulation des boMDM est identique à 

celui proposé dans l’article 1. La cytokine TNFα bovine a été quantifiée dans les surnageants 

de culture cellulaire par ELISA (Bovine TNFα VetSet™ ELISA, KingFischer, Biotech, Inc.) 

après 8 h d’incubation des boMDM avec les extraits de paroi. 
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Figure II-3 

De façon similaire aux expérimentations menées sur les BMDM et TEPM murins, les 

macrophages issus de la différenciation des monocytes sanguins bovins sont à l’origine d’une 

production significativement plus élevée de TNFα en réponse aux composés bruts tels que le 

zymosan par rapport aux extraits enrichis en BG, tels que BG65 et BG75. De même, les 

boMDM incubés avec le Curdlan sécrètent la cytokine, mais en quantité plus faible que les 

cellules traitées avec le Zymosan, tout comme les BMDM murins. Comme attendu, la forme 

soluble de WGP n’induit pas la production de TNFα. De façon surprenante, la synthèse de 

cytokine en réponse à BG15 et à BG75 n’est pas significativement différente, alors que celle 

de BG65 est, comme attendu, plus faible que celle de BG15. 

Il semblerait donc que malgré quelques variations entre les deux types cellulaires et les deux 

espèces, les profils cytokiniques induits par des extraits de paroi contenant des BG soient 

similaires entre les BMDM murins et les boMDM. Cette observation est en accord avec les 

données publiées par Willcocks et al (2006) qui ont montré que la version bovine de Dectin-1 

est fonctionnellement similaire aux versions humaine et murine du récepteur [406]. 
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II.1.4.4 Les extraits enrichis en BG favorisent un phénotype 
correspondant à l’activation alternative du macrophage et différent 
de celui des extraits bruts de Sc CW  
 
Les macrophages représentent une population cellulaire hétérogène impliquée dans une 

grande variété de fonctions selon leur environnement et leur localisation tissulaire. Différents 

phénotypes de polarisation des macrophages ont été décrits : les macrophages classiquement 

activés, dits M1 et les macrophages  alternativement activés ou M2, qui représentent les deux 

extrémités d’un continuum d’activation (cf. I.2.2.6). Comme nous l’avons vu dans la revue 

bibliographique, les macrophages M1 ont plutôt des propriétés pro-inflammatoires alors que 

les macrophages M2 ont des fonctions très hétérogènes et participent à la régulation et à 

l’homéostasie, ainsi qu’à la réparation tissulaire.  

Dans cette étude, les BMDM ont été incubés avec les extraits enrichis (BG65 et BG75) ou 

bruts (BG15) ou en présence du milieu de culture seul, pendant 4, 8 ou 16 h. Les cellules ont 

été ensuite lysées et les cDNA préparés pour des réactions de qPCR à haut débit (Biomark, 

Fluidigm) afin de mesurer l’expression de certains gènes considérés comme des marqueurs 

des deux phénotypes des macrophages. 

 

Figure II-4 
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L’article 1 (Figures 5 et 6) a montré que la stimulation des BMDM par BG15 initie une 

réponse intense et précoce, avec notamment l’expression de Tnfa, d’Il1b, d’Il6 et de Ccl2, qui 

est très modérée voire absente dans les BMDM stimulés avec BG65 et BG75. La Figure II-4 

ci-dessus (première ligne) présentent les données d’expression de gènes pro-inflammatoires 

incluant Il12p40, Ccl3 (MIP-1a) et Nos2 (ou iNOS), qui constituent les marqueurs du 

phénotype M1 [33]. BG65 et BG75 n’activent pas ou très peu ces gènes, ce qui confirme 

qu’ils n’induisent pas le phénotype d’activation classique de type M1, contrairement à ce qui 

a été montré dans une étude récente de Liu [407]. Celle-ci a révélé que leur BG particulaire 

issu de levure, est capable d’induire un phénotype d’activation classique, de façon similaire à 

BG15, composé brut de paroi de Sc. 

Par ailleurs, nous avons également constaté une forte activation du gène codant l’IL-10, qui 

est usuellement responsable de la polarisation M2c. De plus, dans la Figure II-4 (2nde ligne), 

les variations d’expression de plusieurs cytokines impliquées dans la résolution de 

l’inflammation et la réparation tissulaire sont présentées,  notamment Stat3 et Socs3. Ces deux 

gènes sont fortement activés par une stimulation avec BG15 et sont associés au phénotype 

M2c, de même que Ccl1 et Cxcl13 (données non présentées) probablement en réponse à 

l’activation d’Il10 [408]. Notons que Socs3 est fortement et spécifiquement exprimé par les 

BMDM ayant reçu un traitement au BG15 alors que Stat3 est également activé mais dans une 

moindre mesure par BG65 et BG75. D’autre part, Fizz1 (Retnla ou RELM-alpha) et Arg1, 

généralement associés au phénotype M2 et au processus de cicatrisation mais aussi dans 

certains cas au phénotype M1 (macrophages résidents), sont fortement et exclusivement 

activés par BG15 et de manière tardive [408]. L’ensemble de ces résultats suggèrent que le 

composé brut BG15 induit une réponse inflammatoire précoce et intense de type M1-like 

(Il1b, Il12p40, Ccl2, Ccl3, Nos2…) et qui s’oriente sous l’effet de l’activation de l’Il10 vers 

un phénotype pro-résolutif de « désactivation » de type M2c (Stat3, Socs3, Ccl1, Arg1). Ainsi, 

le processus d’activation d’un macrophage n’est pas figé dans le temps mais dynamique, et 

peut changer d’un phénotype vers l’autre en fonction du microenvironnement et du micro-

organisme rencontré.  

Par opposition, les BMDM incubés avec les composés enrichis, BG65 et BG75 se 

caractérisent par un phénotype totalement distinct de celui induit par BG15. Dans la Figure 

II-4 ci-dessus (3è ligne), les gènes présentés sont précocement et significativement plus 

fortement exprimés par BG65 que par BG15. 
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Notamment, les chimiokines Ccl22 (MDP, Macrophage-Derived Chemokine) et Ccl24 

(Eotaxine-2), impliquées dans le recrutement des cellules T de type 2, Treg, et les 

éosinophiles respectivement, sont associées au phénotype M2a [33,408], et sont fortement 

activées par BG65 et dans une moindre mesure par BG75. D’autre part, Socs2, Klf4 et Pparg, 

de même que Stat6 (non présenté), tous associés au phénotype M2a-like, sont également des 

gènes précocement surexprimés suite au traitement des BMDM avec BG65, quelle que soit la 

durée de l’incubation. De plus, la déficience de Klf4 entraine une incapacité à induire des 

macrophages du type « M(IL-4) » ou M2a, et Pparg est requis pour maintenir ce phénotype 

[408]. Ces résultats suggèrent donc que BG65 est à l’origine d’un phénotype de type M2a dit 

inflammatoire de type II ou alternatif, qui semble être maintenu grâce à l’activation de Pparg, 

Stat6 et Irf4 (non présenté). Les BMDM incubés avec BG75 ont un profil d’expression 

similaire à celui produit avec BG65, et expriment également plus fortement Pparg, ce qui 

laisse à penser que BG75 initie également un phénotype de type M2a mais d’intensité plus 

modérée. 

L’ensemble de ces résultats montrent que les extraits enrichis en BG sont responsables d’un 

phénotype d’activation assez distinct de celui des extraits bruts et nettement moins pro-

inflammatoire. Par ailleurs, l’attribution d’un phénotype d’activation précis est impossible 

puisqu’il s’agit d’un phénomène dynamique qui est soumis au microenvironnement des 

cellules ; cet état est donc plastique et fait l’objet d’une infinité de possibilités.  
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II.1.4.5 L’injection intra-péritonéale des extraits de Sc CW chez la 
souris induit une réponse d’intensité et de cinétique variable selon 
le degré d’enrichissement en BG 
 

Le modèle de péritonite dite stérile, provoquée par le Zymosan a bien été caractérisé [409–

413]. Afin de commencer à décrire la réponse induite in vivo par les extraits de paroi de Sc, 

bruts ou enrichis en BG, nous avons utilisé ce modèle. Il permet d’évaluer l’intensité du 

recrutement cellulaire dans la cavité péritonéale où les cellules peuvent être facilement 

collectées. Une partie des résultats de cette expérimentation, ainsi que le protocole, ont été 

préalablement présentés dans l’article 1 à la Figure 7b, avec un seul temps d’incubation (6 h 

post-injection) et une concentration donnée (0,1 mg/souris). Dans ce complément, les 

analyses ont été poursuivies à des temps plus tardifs (24 h, 72 h et 6 jours après- injection) 

(une vue globale et une vue centrée, Figure II-5A), et avec une concentration supplémentaire 

(1 mg/souris, Figure II-5B, panel de gauche). En outre, deux fonds génétiques différents 

incluant les souris C57Bl/6 Clec7a-/- et les souris DBA/2 sont présentés (Figure II-5B, panel 

de droite). Brièvement, les extraits contenant des BG ont été administrés par voie 

intrapéritonéale (N=4 animaux par groupe) et les prélèvements ont été réalisés après 6, 24, 72 

h ou 6 jours d’incubation. Après euthanasie des souris, les cellules de la cavité péritonéale ont 

été collectées puis analysées par cytométrie de flux à l’aide de différents marqueurs 

phénotypiques, Ly6G, Ly6C et F4/80, qui permettent de discriminer les neutrophiles et les 

monocytes inflammatoires. Les données sont exprimées en moyenne et écart-type du ratio 

[Neutrophiles : Monocytes inflammatoires] afin de mesurer l’intensité de la réponse 

inflammatoire, selon la méthode décrite par Lastrucci et al [414]. 
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Quel que soit l’extrait considéré, la réponse inflammatoire est plus intense 6 h après 

l’injection (Figure II-5A). Le Zymosan et l’extrait brut BG15 induisent un recrutement 

cellulaire notamment neutrophilique, significativement plus intense que l’extrait enrichi BG75 

et ce quelle que soit la durée de traitement. A 24 h post-injection, l’intensité de la réponse 

inflammatoire diminue considérablement, et avec elle le recrutement neutrophilique est régulé 

au profit de celui des monocytes inflammatoires. Le ratio [neutrophiles : monocytes] reste 

plus élevé avec le Zymosan alors qu’aucune différence significative n’a été observée entre 

BG15 et BG75. En revanche, après 72 h, la résolution du processus inflammatoire semble être 

en phase terminale avec le Zymosan et BG15, alors que le ratio pour BG75 reste faible mais 

plus élevé. Enfin, 6 jours après l’administration, la résolution de l’inflammation (très modérée 

pour BG75) est définitivement achevée. Ainsi, BG75 induit un faible recrutement cellulaire 

qui perdure dans le temps, par rapport aux extraits bruts pour lesquels la réponse 

inflammatoire est plus intense mais de plus courte durée. Cela a probablement pour 

conséquence de limiter les dommages tissulaires associés et la stimulation chronique du 

système immunitaire. 

L’administration d’une dose dix fois plus élevée d’extrait par voie ip (1 mg/souris) ne modifie 

pas significativement l’intensité du recrutement cellulaire bien qu’une tendance à 

l’augmentation semble perceptible (Figure II-5B, panel de gauche).  

Puisque le temps 72 h p.i. montre la persistance d’une inflammation modérée pour BG75 par 

rapport à Zymosan et BG15, nous avons choisi d’évaluer l’influence de Dectin-1, récepteur 

majeur des BG, sur le recrutement cellulaire après 72 h (Figure II-5B, panel de droite). De 

façon intéressante et cohérente avec les résultats précédents, la déficience en Dectin-1 

annihile le recrutement cellulaire induit par BG75 et réduit significativement celui induit par 

BG15, à cette étape d’initiation de la résolution. En revanche, le ratio cellulaire est identique 

pour le Zymosan en présence ou non de Dectin-1. Chez la souris DBA/2, connue pour 

exprimer la forme la plus fonctionnelle du récepteur, aucune différence significative n’a pu 

être mise en évidence après injection avec BG75, alors qu’une réponse inflammatoire de plus 

forte intensité a été observée avec BG15. 

Finalement, ces données confirment les résultats des études précédentes, les extraits enrichis 

en BG n’induisent qu’une réponse inflammatoire de faible intensité mais qui dépend assez 

fortement de Dectin-1, et de plus longue durée en comparaison des extraits bruts, Zymosan ou 
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BG15 qui provoquent un recrutement cellulaire intense et de courte durée suite à 

l’administration par voie péritonéale.  
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II.2. Analyse du prétraitement des BG sur les macrophages 
murins en conditions infectieuses 
II.2.1 Contexte et objectifs 
 

Le développement d’une réponse immunitaire de nature et d’intensité appropriées passe par la 

détection précoce et sensible des agents pathogènes. L’initiation d’une réponse protectrice 

destinée à combattre les agents pathogènes est le rôle de cellules spécialisées, les 

macrophages et les cellules dendritiques [415]. Si certains récepteurs semblent avoir un rôle 

redondant, la collaboration des différents PRRs permet d’optimiser et de renforcer la réponse 

dirigée contre les agents pathogènes. Parmi ces collaborations, celle mettant en jeu certains 

TLRs et Dectin-1 est bien caractérisée, notamment parce que l’action combinée des récepteurs 

augmente la réponse aux agents pathogènes fongiques tels que Candida albicans, Aspergillus 

fumigatus et Pneumocystis carinii [84,263,379,381], les mécanismes d’action restant à définir. 

De même, différentes études menées in vivo sur des souris Dectin-1-/- ont démontré 

l’importance de ce récepteur dans la mise en place de la réponse innée vis-à-vis de ces agents 

[125,173,285].  

Par ailleurs, la paroi de Saccharomyces cerevisiae (Sc) est une source de BG qui a déjà fait 

l’objet de nombreuses études. Dectin-1 est un récepteur phagocytaire des BG qui induit la 

production de ROS via l’activation de kinases dont Src et Syk et du médiateur CARD9 

[327,341,380]. Malgré leur complexité structurale et leur hétérogénéité, les BG sont capables 

de se lier à Dectin-1 et d’induire indépendamment ou en interactions avec d’autres récepteurs 

(TLR, NOD), différentes voies de signalisation dont celle impliquant NFκB [83,327,352], 

MAPK et NFAT [313,336,416]. Récemment, les BG ont été identifiés comme des molécules 

initiant la production de GM-CSF qui semble être responsable d’une partie de leur activité 

immuno-stimulante [417,418]. En effet, la capacité à activer les monocytes a été montrée à 

travers leur rôle dans l’adhérence, la chimiotaxie, la migration et l’explosion respiratoire, mais 

aussi dans l’amélioration de la survie des cellules et la clairance des micro-organismes lors 

des infections [419,420]. D’autre part, l’utilisation de GM-CSF en combinaison avec 

l’engagement de Dectin-1 induit une réponse cytokinique synergisée [322,328,421]. 

Malgré des avancées notables dans la compréhension et la caractérisation de l’interaction des 

PAMPs avec leurs PRRs, il n’y a pas à ce jour de description précise des mécanismes 

consécutifs à la reconnaissance des BG par leur principal récepteur, Dectin-1. 
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II.2.2 Résumé 
 

D’après les études réalisées en modèle murin et chez l’homme, les BG agissent sur certaines 

cellules immunitaires via leur principal récepteur Dectin-1, avec comme conséquence une 

augmentation de la résistance de l’hôte vis-à-vis de certains agents pathogènes. Dans l’article 

précédent, nous avons montré que l’engagement exclusif de Dectin-1 permis par les BG 

présents dans des extraits de paroi de Saccharomyces cerevisiae ne suffit pas à induire la 

production de cytokines inflammatoires. En revanche, l’engagement simultané et le dialogue 

collaboratif entre Dectin-1 et un ou plusieurs TLRs (comme dans le cas du Zymosan ou de 

l’extrait de paroi brut BG15), sont à l’origine d’une activation des macrophages. Ces signaux 

requièrent la présence de la protéine MyD88. Ce co-engagement est associé à l’expression de 

gènes pro- ou anti-inflammatoires résultant de l’intégration des différents signaux, ainsi que 

l’activation du facteur de transcription NFκB.  

Afin d’évaluer les propriétés immuno-modulatrices des BG, nous avons analysé les effets de 

la pré-incubation des cellules avec les différentes préparations contenant des BG sur la 

réponse des macrophages à une stimulation avec des bactéries ou un ligand de TLR. Cette 

caractérisation a été réalisée à différentes échelles : (i) une première description phénotypique 

de la réponse cellulaire et de l’influence de Dectin-1 sur cette activation, puis (ii) une 

approche transcriptomique visant à identifier l’expression des gènes en réponse au double 

stimulus. 

Nous avons ainsi montré que le traitement préalable des macrophages avec des extraits de Sc 

enrichis en BG induit une production cytokinique robuste et de plus forte intensité lors de 

l’exposition ultérieure à un ligand bactérien comme le LPS ou à une bactérie vivante, par 

rapport aux résultats obtenus avec des extraits bruts de paroi tels que le Zymosan ou BG15, ou 

en l’absence de traitement. De plus, une étude cinétique a permis de montrer que cette réponse 

synergique obtenue avec des BG enrichis est un processus tardif sans modification de 

l’activité NFκB et qui requiert probablement une synthèse protéique de novo.  

Afin d’identifier les facteurs impliqués et les mécanismes mis en jeu dans cette réponse, une 

analyse transcriptomique a été réalisée. Pour cela, des macrophages ont été préalablement 

traités avec BG15, BG65 et BG75, puis stimulés avec une dose optimale de LPS. L’analyse 

des transcrits a permis de mettre en évidence deux phénotypes distincts selon le prétraitement 

réalisé (sans prétraitement ou BG15 versus BG65 ou BG75), ainsi que l’expression de 
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nombreuses cytokines/chimiokines et facteurs de transcription spécifiquement associés à 

chaque type de composés. En particulier, Fhl2 et Csf2 ont été identifiés comme étant des 

gènes dont l’expression est corrélée au traitement par BG65 et BG75. L’absence de Dectin-1 

entraine une altération significative de la production de GM-CSF (codé par Csf2), de 

l’induction de Fhl2, de même que celle d’autres cytokines. 

Ces résultats indiquent donc que la voie de signalisation en aval de Dectin-1 joue un rôle 

crucial dans l’immunité microbienne puisqu’elle confère une signature inflammatoire intense 

au macrophage ; cette expression n’apparait qu’à la suite de l’exposition à un stimulus 

secondaire, comme l’engagement d’un récepteur TLR sur le macrophage. De plus, nous avons 

identifié pour la première fois l’implication de Fhl2 en tant que régulateur de l’activation du 

macrophage suite à un traitement par des BG. 

II.2.3 Article 2 
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Abstract 21 

Human and murine studies showed that β-glucans (BG) interact with dectin-1, their main 22 

receptor on certain immune cells to improve host immunity against pathogens. In a recent 23 

study, we reported that eliciting dectin-1 pathway exclusively, using BG-enriched 24 

Saccharomyces cerevisiae (Sc) cell wall (CW) extracts, was not sufficient to trigger cytokine 25 

production. In contrast, the simultaneous and collaborative crosstalk between dectin-1 and 26 

TLR signaling, arising upon zymosan or crude Sc CW extracts exposure, induced Myd88-27 

dependent activation of macrophages and shaped distinct gene expression patterns. Here, we 28 

showed that BG-enriched extracts induced a robust and synergistic production of cytokines in 29 

BMDM toward a secondary TLR-related stimulus from ligands or live bacteria as compared 30 

to crude BG extracts treated- or untreated cells. The BG-specific synergism required a late 31 

mechanism without modification of NFκB signaling. In addition, a transcriptomic analysis 32 

identified a variety of cytokines, chemokines and as well as transcription factors upregulated 33 

in BG-primed BMDM including Csf2 and Fhl2, the most emphasized of them. Most 34 

importantly, dectin-1-deficiency sharply abrogated the expression of these genes as well as 35 

cytokine production in BG-enriched priming conditions. Furthermore, these are the first 36 

results to identify Fhl2 as a regulator of the dectin-1 pathway. Our data clearly indicate that 37 

dectin-1 pathway confers a strong inflammatory signature to macrophages only upon a 38 

secondary stimulus.  39 

  40 
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Introduction 41 

The immune system has the complex task of detecting invading pathogens, a critical step in 42 

triggering defense mechanisms. For that, the immune system has evolved an elaborated 43 

system of pathogen surveillance with a wide variety of receptors also referred as PRRs 44 

(Pathogen Recognition Receptors) encompassing TLRs, CLRs like Dectin-1, scavenger 45 

receptors, mannose receptors (MR) amongst others [1,2]. These receptors are able to 46 

recognize highly conserved molecular patterns (PAMPs) expressed by microbes in order to 47 

shape the most appropriate immune response. Initiation of a protective response against 48 

pathogens is the activity of specialized cells like macrophages and dendritic cells [3]. 49 

Collaboration of several PRRs is known to increase the responsiveness of immune cells and 50 

strengthen the response to pathogens. Amongst them, the collaboration between TLRs and the 51 

C-type lectin Dectin-1 has been characterized in the past and shown to increase the response 52 

to pathogenic fungi as Candida albicans, Aspergillus fumigatus and Pneumocystis carinii (as 53 

reviewed in [3]), [4–9], although the mechanisms are still poorly defined.  54 

Dectin-1 is essential for the innate response to fungal pathogens, as demonstrated in vivo by 55 

several authors using knock-out mice [10–12]. Indeed, Dectin-1 is the phagocytic receptor for 56 

β-glucans (BG) particles internalization that leads to ROS production via Src and Syk-57 

CARD9 kinases signaling [13–15]. BG are glucose polymers that have a backbone of linear 58 

β(1-3)-linked D-glucose molecules (β(1-3)D-glucan) and also β(1-6)-linked side chains that 59 

occur at different interval along the backbone [16]. Although their complexity and 60 

heterogeneity, BG are able to bind to dectin-1 and signal in collaboration or not through 61 

pathways, including NFκB  [14,17,18], MAPK and NFAT [19–21]. Moreover, BG have been 62 

shown to stimulate the production of GM-CSF that mediates part of their booster activity 63 

[22,23]. Saccharomyces cerevisiae (Sc) is another source of BG and availability of industry 64 

byproducts containing BG incites to evaluate the possibility to exploit these resources as 65 
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immunostimulants. Recently, GM-CSF was identified as a potent activator of monocytes 66 

supporting adherence, chemotaxis, migration and oxidative burst in vitro but also improving 67 

cell survival and clearance of microorganisms during infections [24,25]. In collaboration with 68 

Dectin-1 engagement, GM-CSF was shown to synergistically and robustly initiate a BG-69 

specific inflammatory response [22,23,26,27].  70 

Despite the progress in understanding the interaction of some fungal PAMPs with PRRs, there 71 

is no integrated view of the mechanisms by which dectin-1 specifically signals after Sc BG 72 

recognition, probably due to the heterogeneity of BG-content and the various methods used in 73 

studies.  74 

We previously demonstrated that particulate BG-enriched compounds-treated macrophages 75 

become bactericidal and secrete ROS [28]. Remarkably, unlike what is generally accepted, 76 

BG-enriched Sc CW extracts on their own, only elicit low or no relevant cytokine or 77 

chemokine production in murine macrophages. Since the promoted activity of BG is 78 

recognized, we sought to decipher how BG are able to modulate macrophage responsiveness 79 

to tailor innate response to a primary signal, from a TLR.  80 

In the present study, we demonstrated that BG-enriched Sc CW extracts can effectively 81 

increase murine macrophages responsiveness to TLRs and whole bacteria, leading to a 82 

synergistic increase in TNFα and Il-1β production, and identified candidate genes and 83 

mechanisms associated with the synergistic effect.  84 
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Materials and Methods 85 

Reagents 86 

Cell culture media RPMI 1640 GlutaMAX™ and DMEM GlutaMAX™, PBS, Non-Essential 87 

Amino Acids (NEAA), sodium pyruvate and antibiotics (Penicillin-Streptomycin (Pen-88 

Strep™), Gentamicin™, Normocin™ and Zeocin™) were purchased from GIBCO (Life 89 

Technologies). Fetal Bovine Serum (FBS) was provided by Eurobio, France. Zymosan (zym), 90 

particulate (WGPd) and soluble glucan-enriched compound (WGPs, Biothera) and curdlan 91 

(curd), a linear β1,3-glucan extracted from Alcaligenes faecalis, synthetic triacylated 92 

lipoprotein Pam3CSK4 and ultraPure lipopolysaccharide (LPS) from E. coli O111:B4 were 93 

purchased from InvivoGen (France). BG compounds of interest were extracted from the same 94 

strain of Saccharomyces cerevisiae (Sc) owned by Phileo-Lesaffre Animal Care. Their 95 

composition was already described in a recent study [28]. 96 

Animals 97 

WT C57Bl/6 and DBA/2 mice were purchased from Janvier Labs (St Berthevin, France) and 98 

Clec7a-/- mice [11] were originally provided by Pr. Gordon Brown (University of Aberdeen, 99 

Scotland) and were bred in-house. Fhl2-/- mice were provided by Dr. Y. Wei (Pasteur 100 

Institute, Paris, France). Eight to 12-week old C57Bl/6 Clec7a-/- or Fhl2-/- mice and their 101 

strain-matched WT controls from both sexes, and female DBA/2 mice were housed under 102 

pathogen-free conditions in an accredited research animal facility of the National Veterinary 103 

College (UMR IHAP, Toulouse, France). This study was carried out in strict accordance with 104 

the Federation of European Laboratory Animal Science Association guidelines (FELASA). 105 

Experiments were performed by FELASA accredited investigators (n° 311155580) and in 106 

accordance with the local ethics committee, ‘Science et Santé Animale’ (SSA). All efforts 107 

were made to minimize animal pain and distress. 108 
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Cells and Bacteria 109 

NFκB/AP-1 activity using reporter cell line 110 

The NFκB/AP-1 reporter RAW-Blue™ Cells (InvivoGen™) were cultured and propagated 111 

according to the manufacturer’s recommendations.  112 

The NFκB/AP-1 was assessed as described in Walachowski et al [28]. RAW-Blue™ 113 

macrophages (1x105 cells/well) were stimulated with 100 µg/mL of BG preparations (BG15, 114 

BG65, BG75, Curdlan, Zymosan, particulate and soluble WGP) for 8 h. Supernatants were 115 

then removed and 100 ng/mL of ultraPure LPS was added in each well for the rest of the 116 

stimulation period. Supernatants were collected and stored at -20°C or processed 117 

immediately. SEAP was measured using a colorimetric enzymatic assay. Supernatants were 118 

incubated with Quanti-Blue™ (InvivoGen) 25% v/v. for 2 h at 37°C, and optical density (OD 119 

650nm) was measured (VERSAmax plate reader, Molecular Devices). 120 

Immortalized BMDM culture and functional assay 121 

WT and MyD88-/- iBMDM were stimulated for 8 h with 100 µg/mL of Sc BG compounds 122 

(BG15, BG65 and BG75) or controls (zymosan and dispersible WGPd) as described 123 

elsewhere [28]. UltraPure LPS (100 and 10 ng/mL) was also included in the experiment as a 124 

positive control of MyD88 activation. Supernatants were then removed and 100 ng/mL of 125 

ultraPure LPS was added in each well for 16 h. Supernatants were collected and stored at -126 

20°C until further use. 127 

Bacteria 128 

S. aureus N305 and E. coli P4 strain were prepared as described previously by Accarias et al 129 

[29] using grown medium adapted to each strain of bacteria (Tryptic Soy Broth (TSB) for 130 

N305 and Lysogeny Broth (LB) for P4). Briefly, a 100-fold dilution of the overnight bacteria 131 

culture was grown in medium to mid log phase to obtain an OD600 nm of around 1. After 132 

cautious washing and homogenization, the concentration of bacteria was estimated by 133 
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measuring the absorbance at 600 nm (considering that 1 D.O. unit corresponds to 5x108 134 

CFU/mL) and was adjusted to the desired concentration. CFUs were further determined in 135 

serially diluted inoculum after 24 h of culture on agar plates. 136 

Primary cell culture and functional assays 137 

Murine BMDM were obtained as described previously [29]. Inflammatory peritoneal 138 

macrophages were elicited and handled as previously described [28]. BMDM and TEPM 139 

(1x105 cells/well) were seeded in 96-well tissue culture plates for 16 h in complete RPMI 140 

until complete adherence (37°C, 5% CO2). Non-adherent contaminating peritoneal cells were 141 

eliminated by repeating three gentle washing of wells with pre-warmed culture medium or 142 

PBS. After stimulation with Sc BG compounds or dectin-1 ligands controls for 8 h, 143 

supernatants were removed and cells were then stimulated with 100 ng/mL of ultraPure LPS 144 

or Pam3CSK4, or with live bacteria (S. aureus N305 or E. coli P4 strains, MOI = 10) for 1 h 145 

followed by 16 h incubation with cell culture medium supplemented with Gentamicin™. 146 

Supernatants were then collected, complete protease inhibitor cocktail (Roche, France) was 147 

added in infected conditions and supernatants were finally stored at -20°C or -80°C until 148 

further use.  149 

Quantification of cytokines and chemokines by ELISA 150 

TNFα and IL-1β (Biolegend, Ozyme-France) and GM-CSF (R&D Systems, France) levels in 151 

culture supernatants were assayed using individual cytokine detection kits according to the 152 

manufacturer’s recommendations. Data are expressed as the mean ± SD and are 153 

representative of three individual experiments performed in triplicate. 154 

Microarray analysis 155 

After stimulation with Sc BG compounds and then with ultraPure LPS, BMDM were lysed in 156 

RLT buffer and was subjected to RNA extraction using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, 157 
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Germany) according to the manufacturer’s instructions. RNA was quantified with a 158 

NanoDrop®1000 spectrophotometer and NanoDrop 1000.3.7 software. 159 

RNA quality assessment and microarray experiment was performed at the GeT-TRiX 160 

platform (INRA, Toulouse, France). RNA quality was assessed using the Agilent RNA 6000 161 

Nano Kit on BioAnalyzer and 2100 Expert Software (Agilent Technologies, Santa Clara, 162 

USA). RNA samples with RNA integrity number more than 8.5 were chosen to be prepped 163 

for further analysis. A total RNA material of 100 ng was amplified and labeled using a 164 

 Low Imput QuickAmp Labeling kit (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). RNA were 165 

hybridized to Agilent Sure Print G3 Mouse GE  8x60K microarrays, washed, stained and 166 

scanned on an Agilent G2505C instrument following the manufacturers’ protocols. Agilent 167 

Feature Extraction software was used to analyze signal intensity values of the spots generated 168 

from the scans. All data analysis were performed using R. Post-hybridization quality controls 169 

were done to eliminate outliers and irrelevant data from the expression data set. Background 170 

was subtracted and data was normalized using Bioconductor. All validated and normalized 171 

transcripts expression data were processed using the Agilent GeneSpring GX software.  172 

All entities with flag values present in at least 100% of the values in any one out of the six 173 

conditions were considered. Statistical analysis (paired t-test) was used to generate a unique 174 

list of up- or down-regulated entities with associated Benjamini Hochberg False Discovery 175 

Rate corrected p-value and fold change (FC) and for hierarchical clustering. Transcripts with 176 

detection p-value of less than or equal to 0.001 in at least one sample were selected for further 177 

analysis. A filter was set to include only transcripts that had at least 1.5-fold change compared 178 

to the LPS-stimulated cells without BG treatment control. 179 

Using Ingenuity Pathway Analysis (IPA) software, a final list of unique identified genes (p-180 

value < 0.001 and absolute fold change ≥ 2) was generated after selection of mapped entities 181 

and deduplication exercise on them, and which was then used to perform IPA bio-function 182 
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analysis. IPA categorized modulated genes according to p-values (calculated by the Fisher 183 

exact test) and z-scores. The z-score predicts the direction of change of a function: a function 184 

is increased when z-score is ≥ 2 and decreased when z-score ≤ 2. IPA also calculated a bias-185 

corrected z-score to correct dataset bias (i.e. when there are more up- than down-regulated 186 

genes in a bio-function or vice-versa). 187 

Gene expression by quantitative polymerase chain reaction 188 

analysis 189 

Total RNA (300 ng) was reverse transcribed using the SuperScript III First-Strand Synthesis 190 

Super Mix Kit (Invitrogen) as per the manufacturer’s protocol. Quantitative PCR was 191 

performed individually with Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) and 192 

LightCycler™ 480 (Roche, France) for Csf2 and Fhl2; or with the Biomark HD System 193 

(Fluidigm, France) at the GeT-PlaGe genotyping service platform (INRA, Toulouse, France) 194 

according to the manufacturer’s recommendations. For individual quantification, dissociation 195 

curves analysis was performed at 40 cycles to verify the identity of PCR product. Primer3plus 196 

software was used to design the primers (Table S1) and housekeeping genes were selected 197 

with GeNorm Software. The abundance of mRNA of interest was normalized to that of Sdha, 198 

Rpl9 and Hprt1 and relative expression was calculated using the 2-ΔΔCt method. The 199 

comparative threshold cycle values are expressed as arbitrary unit. 200 

Western Blot 201 

After 8 h of Sc CW extracts stimulation, WT BMDM were exposed to 100 ng/mL of ultraPure 202 

LPS for 16 h. Supernatants were removed and cells were then lysed in RIPA lysis buffer 203 

supplemented with 5mM EDTA and protease inhibitor (Pierce™, USA). Lysates were 204 

centrifuged (14000 rpm, 10 min), pellets were discarded and proteins concentrations were 205 

determined using BCA kit (Pierce™, USA). Following a 1:1 dilution in Laemmli buffer 206 



Table S1: Primers designed for analysis of gene expression in BMDM by quantitative PCR.   

 Primers (5' -> 3') 
Genes Forward Reverse 
Csf2 CCGTAGACCCTGCTCGAATA TGCCTGTCACATTGAATGAA 
Fhl2 TGCTTCTGTGACTTGTACGC AAGCAGTCGTTGTGCCATTG 
Hbegf TGTCATCGTGGGACTTCTCATG ACGCCCAACTTCACTTTCTC 
Inha ACGGCAAGGTCAACATTTGC ATAGCCAGAGGGAGCAATGATC 
Car2 ATAAAGCTGCGTCCAAGAGC TTCAGCACTGCATTGTCCTG 
Csf3 CTGACAGTGACCAGGGGAAC ATGGCTCAACTTTCTGCCCAG 
Cish TACTGCAGTGCACCTGAAAC TGATGACTAGCCGACACAGATG 
Osm AGACTCCGGCTTTTCCAAAG GGGCCATGCAGAAAACATTG 
Dusp10 GCCTACTTGATGAAGCACACAC TTGGTCGTTTGCCTTTGACG 
Socs2 TCCAGATGTGCAAGGATAAACG AGGTACAGGTGAACAGTCCCATT 
Itgb3 ACGGATACTGGCAAAAACGC ACTGGAATCTGACGACACAGTC 
Edn1 ACATCATCTGGGTCAACACTCC TTTTTGGTGAGCGCACTGAC 
Il1a AGATGACCTGCAGTCCATAACC TGACAAACTTCTGCCTGACG 
Irf4 AATGTCCTGTGACGTTTGGC TGGGGCACAAGCATAAAAGG 
Ptgs2 AGAACCTGCAGTTTGCTGTG ATGTCGCACACTCTGTTGTG 
Il6 GAGGATACCACTCCCAACAGACC AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 
Il23a TGTGCCCCGTATCCAGTGT CGGATCCTTTGCAAGCAGAA 
Ccl2 CTTCTGGGCCTGCTGTTCA CCAGCCTACTCATTGGGATCA 
Il1b CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG GATCCACACTCTCCAGCTGCA 
Il10 GGTTGCCAAGCCTTATCGGA ACCTGCTCCACTGCCTTGCT 
Tnfa CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC 
Ccl24 TGTGGGTTCAGAGGCACATAC ACTTGGTTCTCACTGCCTTG 
Mrc1 ATGCCAAGTGGGAAAATCTG TGTAGCAGTGGCCTGCATAG 
Cx3cr1 TGCCCTTGCTTATCATGAGC TGGCCTTCTTGCGATTCTTG 
Ch25h ACAAAATGCTGGGCACTCTG ATCAAGTGTACAGCGCATCG 
Nos2 ACATCCTGCAAAAGCAGCTG AGCTTCTTCAACGTGGTAGC 
Sdha ATTGTGCCTGGTCTGTATGC AATTTGCTCCAAGCCGGTTG 
Rpl9 TGGTCCCTGCTCTCAAG GGCCTTTTCCTTCCGTTTCTC 
Hprt1 AGGACTGAAAGACTTGCTCGAG AATCCAGCAGGTCAGCAAAG 
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(Biorad, CA, USA), ten micrograms of total protein was separated on NuPAGE® 4-12% Bis-207 

Tris Mini gels (1.0 mm, 12 wells, Invitrogen™) and blotted  onto nitrocellulose membrane 208 

(0.2 µm, Invitrogen™) using the XCell SureLock™ Mini gel system (Invitrogen™, USA). 209 

After blocking with 1% BSA and 0.05% Tween 20 (Sigma-Aldrich®, USA) in Tris-Buffer 210 

Saline (TBS, Euromedex, France), the membrane was stained with primary anti-FHL2 (F4B2-211 

B11) and anti-βactin (C4) as loading control mAbs (Santa Cruz Biotechnologies, Germany) at 212 

4°C, overnight. The membrane was then washed in TBS with 0.05% Tween 20 and incubated 213 

with goat anti-mouse antibodies conjugated with horseradish peroxidase (Jackson 214 

ImmunoResearch, PA, USA) for 1 h at room temperature. Signals were detected with 215 

Clarity™ Western ECL substrate and the ChemiDoc™ MP instrument according to the 216 

manufacturer’s instructions (Biorad, CA, USA). Image Lab software was used for minor 217 

linear adjustments in contrast, if needed.  218 

Statistical analysis 219 

All experiments were performed three times unless otherwise specified and data are expressed 220 

as the mean ± SD of the values from all experiments. Each condition was performed in 221 

triplicate. Statistical significance was assessed using a two-tailed unpaired Student’s t-test 222 

with a threshold set at p < 0.05. Mean values shown with different letters on plots are 223 

significantly different. 224 

  225 
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Results 226 

BG-enriched compounds trigger a synergistic dectin-1-dependent 227 

response in macrophages upon TLR ligands or whole bacteria 228 

exposure.  229 

We first investigated the effects of a pretreatment with BG-enriched compounds, on the 230 

responsiveness of two types of primary murine macrophages, BMDM and TEPM. Several 231 

types of stimuli were included whether TLR ligands or live bacteria, to cover a large array of 232 

signaling pathways. As shown in Fig 1A, 16 h of LPS or Pam3CSK4 (100 ng/mL) stimulation 233 

on BMDM pretreated with enriched BG for 8 hours significantly enhanced TNFα production 234 

as compared to cells stimulated with crude extract (BG15) or mock condition. Furthermore, 235 

when a more complex combination of PAMPs was assessed using whole living bacteria, the 236 

cytokine production was three to eight times higher, indicating that a synergy was effective 237 

with at least TLR2 and TLR4 signals, and probably a more diverse array of receptor signaling. 238 

To determine whether such interplay involved dectin-1, we repeated the same experiment 239 

using Clec7a-/- cells (Fig 1B). Strikingly, whereas dectin-1-deficiency did not alter the cell 240 

response following pretreatment with the crude Sc extract BG15 upon stimulation with all 241 

types of ligands, we consistently observed that absence of dectin-1 on BMDM severely 242 

undermined the synergistic response by more than 50%. These data suggest that the 243 

production of TNFα, promoted by BG-enriched particles followed by TLR stimulation is 244 

largely mediated by the dectin-1 pathway. Furthermore, we used BMDM from DBA/2 mouse 245 

strain, which expresses a more active isoform of the dectin-1 receptor on the cell surface 246 

compared to C57Bl/6 strain. This experiment revealed a more pronounced synergistic TNFα 247 

production (Fig S1A), which reinforced the point that dectin-1, is foremost cue entailing the 248 



 

 

FIGURE 1. Enriched Sc BG trigger a synergistic response predominantly driven by dectin-1 in macrophages 

upon TLR ligands or whole bacteria exposure. 

Wild type (A-C) or Clec7a-/- (B-D) BMDM or TEPM (E) were stimulated with 100 µg/mL of BG-enriched Sc 

compounds for 8 h. After incubation, cell culture supernatants were removed and cells were stimulated with 100 

ng/ml of Pam3CSK4 or ultraPure LPS for 16 h. For the stimulation with live bacteria S. aureus N305 or E. coli 

P4 strains were used at MOI=10 for 1 h, followed by 16 h incubation with cell culture medium supplemented 

with Gentamicin™. At the end of the incubation, supernatants were collected and immediately stored at -20°C. 

Proinflammatory cytokines TNFα and IL1β were quantified by ELISA. Data are expressed as the mean ± SD 

from three independent experiments performed in triplicate. Mean values not sharing the same letter are 

significantly different according to the Student’s t-test (p < 0.05). 
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promoted response after successive BG and TLR stimulation in genetic backgrounds with a 249 

difference of dectin-1 structure.  250 

As the BG-dectin-1 interaction was previously reported to signal via the inflammasome 251 

pathway, we also quantified the active form of IL-1β in the same culture supernatants. BG-252 

enriched extracts triggered a strong and consistent synergistic response whatever the stimulus 253 

in WT BMDM (Fig 1C). Furthermore, crude Sc extract BG15 did not induce a significant 254 

increase of the IL-1β cytokine production, since it did not differ from the mock condition. 255 

Surprisingly, dectin-1-deficiency did not affect amplification of the response as the IL-1β 256 

production was the same in the two backgrounds (Fig 1C and D). However, the BG 257 

pretreatment was more efficient on IL-1β production in the DBA/2 strain, despite a lower 258 

basal production in this strain compared to C57Bl/6 (Fig S1B). 259 

To ensure that the BG treatment effect was not particular to BMDM, we also measured the 260 

response in thioglycollate-elicited peritoneal macrophages (TEPM). TEPM from WT and 261 

Clec7a-/- mice were pre-treated in the same conditions as described above. We confirmed that 262 

BG-pretreated WT macrophages produced significantly higher amounts of TNFα than BG15-, 263 

zymosan- and also WGPs-pretreated cells (14 ng/mL with BG65 and BG75 versus 2 ng/mL 264 

with BG15) (Fig 1E), and dectin-1-deficiency led to the same reduction of cytokine 265 

production as presented above. These data confirm the compelling involvement of dectin-1 in 266 

the synergistic cytokine production triggered by BG-enriched treatment before stimulation 267 

with LPS in at least two different macrophage types and genetic backgrounds (Fig S1C). 268 

Altogether, these data show that BG-enriched compounds induce a strong and synergistic 269 

TNFα and IL-1β production in BMDM upon TLR or live bacteria stimulation, partly through 270 

the dectin-1 pathway.  271 



 

 

FIGURE S1. Effect of Sc BG compounds on cytokine expression is dependent on the mouse genetic 

background. 

(A-B) BMDM or TEPM (C) from DBA/2 mice (or WT or dectin1-/- C57Bl/6) were stimulated with 100 µg/mL 

of BG-containing Sc CW compounds for 8 h. After incubation, cell culture supernatants were removed and cells 

were then stimulated as described in Fig 2. At the end of the incubation, supernatants were collected and 

immediately stored at -20°C. TNFα and IL1β were quantified using ELISA. (D) NFκB/AP-1 reporter RAW-

Blue™ macrophages were treated with 100 µg/mL of BG-containing Sc CW compounds (BG15, BG65 and 

BG75) or controls (zymosan, curdlan, dispersible (d) and soluble (s) WGP) for 8 h before stimulation with 100 

ng/mL of ultraPure LPS for 1, 4, 8 or 24 h. At the end of the incubation, supernatants were harvested and stored 

at -20°C until further use. TNFα was quantified by ELISA. Data are expressed as the mean ± SD from three 

independent experiments performed in triplicate. The dotted line is set as the value of the LPS stimulation only 

condition. Mean values not sharing the same letter are significantly different according to the Student’s t-test (p 

< 0.05). 
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The synergistic response is a late and dose-dependent mechanism 272 

and requires signaling through MyD88.  273 

To precisely define the occurrence conditions of the synergistic response, we evaluated the 274 

dose- and time-effects of the BG-priming on promotion of the cytokine production. First, we 275 

investigated whether the BG concentration influences the synergistic effects using LPS as an 276 

archetypic stimulus. Amplification of TNFα response mediated by BG-enriched extracts was 277 

only detected for BG concentration higher than 30 µg/mL (Fig 2A). We next assessed the 278 

time-effect in the Sc BG priming model. BMDM were incubated with Sc BG compounds for 279 

1, 4, 8 or 16 h and then with ultraPure LPS for 16 h, or co-incubated with both Sc BG 280 

compounds and LPS just before supernatant harvest. The synergistic effect prominently 281 

appeared from 8 h of pre-treatment and was significantly enhanced after 16 h of incubation, 282 

while shorter incubation time or co-stimulation with Sc BG-enriched extracts induced 283 

amounts of TNFα production similar to those triggered by crude BG15 (Fig 2B). Furthermore, 284 

while cytokine production induced by crude BG15 peaked after 8 h of incubation and was 285 

decreased at 16 h, the synergized response was still high after 16 h of incubation. BG-286 

enriched pretreatment in BMDM leads to an increased amount of TNFα secretion occurring 287 

through a mechanism that develops lately, suggesting that de novo protein synthesis might be 288 

required. Experiments comparing WT and MyD88-/- iBMDM cells were carried out to verify 289 

that the cytokine production was solely induced upon MyD88-dependent TLR engagement 290 

and amplified by the Dectin-1 primary signal. Indeed, TNFα production in response to BG65 291 

or BG75 pre-treatment was also highly amplified after LPS exposure as compared to BG15 292 

and WGPd priming conditions in WT BMDM cell line (Fig 2C), and the stimulus effect was 293 

lost in the absence of MyD88. Moreover, when cells were pre-treated with LPS (at high and 294 

low concentrations), a severe weakening of the TNFα release was observed as compared to 295 

the mock condition, indicating that BMDM are unable to respond to a second stimuli when 296 



 

 

FIGURE 2. The synergistic response is BG dose-dependent and requires MyD88 signaling. 

(A-B) BMDM from C57Bl/6 mice were subcultured in 96-well plates. (A) Cells were incubated for 8 h with a 3-

fold serial dilution from 1000 to 10 µg/mL of the set of Sc BG compounds (BG15, BG65 and BG75). After 

supernatant removal, BMDM were then stimulated with 100 ng/mL of ultraPure LPS for 16 h. Supernatants were 

collected at the end of the incubation for further analysis. (B) Cells were stimulated for 1, 4, 8, 16 and 24 h with 

100 µg/mL of BG-containing Sc CW extracts (BG15, BG65 and BG75) or control (WGPd). Supernatants were 

discarded and 100 ng/mL of ultraPure LPS was added in each well for 16 h incubation. Supernatants were 

immediately collected and stored at -20°C. TNFα was measured using ELISA and data are expressed as the 

mean ± SD from two independent experiments performed in triplicate. (C) Immortalized BMDM (iBMDM) 

from WT or MyD88-/- mice were subcultured in 96-well plates and stimulated for 8 h with 100 µg/mL of BG-

containing Sc extracts (BG15, BG65 and BG75), controls (zymosan and WGPd) and LPS at 100 or 10 ng/mL. 

Supernatants were removed and cells were then incubated with 100 ng/mL of ultraPure LPS for additional 16 h. 

Supernatants were harvested at the end of the incubation time for TNFα quantitation by ELISA. Data are 

expressed as the mean ± SD from two independent experiments performed in duplicate. (D) NFκB/AP-1 



reporter RAW-Blue™ macrophages were treated with 100 µg/mL of BG-containing Sc CW compounds (BG15, 

BG65 and BG75) or controls (zymosan, curdlan, dispersible (d) and soluble (s) WGP) for 8 h before stimulation 

with 100 ng/mL of ultraPure LPS for 1, 4, 8 or 24 h. At the end of the incubation, supernatants were harvested 

and stored at -20°C until further use. NFκB activity was determined by a colorimetric enzyme assay where cell 

culture supernatants were incubated with Quanti-Blue™ reagent before reading OD at 650nm. Data are 

expressed as the mean ± SD from three independent experiments performed in triplicate. The dotted line is set as 

the value of the LPS stimulation only condition. Mean values not sharing the same letter are significantly 

different according to the Student’s t-test (p < 0.05). 
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the first signal elicits a strong inflammatory response, a phenomenon known as LPS tolerance. 297 

RAW-Blue™ macrophages were used to assess NFκB/AP-1 activities, associated to the 298 

production of TNFα. Effects on this cell line were consistent with those described above (Fig 299 

S1D). Although NFκB/AP-1 activities were correlated with the amount of secreted TNFα and 300 

duration of the BG pretreatment (Fig 2D), no difference was detected in the NFκB/AP-1 301 

activities, indicating that the synergy does not result from heightened NFκB/AP-1 signaling. 302 

BG pre-treatment induces upregulation of genes involved in the 303 

macrophage inflammatory response and bacteria clearance after 304 

LPS exposure.  305 

Gene expression profiling was performed in BMDM pretreated with BG15, BG65 and BG75, 306 

or mock conditions for 8 h, and stimulated with LPS for 4 or 8 h. Using a 2-way ANOVA 307 

with a false discovery rate of 0.001 and a fold expression difference of at least 1.5, we 308 

identified a total of 2268, 787 and 670 at 4 h and 1627, 935 and 664 differentially-expressed 309 

genes (DEG) at 8 h in the comparison between BG15, BG65 and BG75, and mock conditions, 310 

respectively. Approximately the same number of up- and down-regulated genes was detected, 311 

and BG15 induced significantly more DEG than the enriched BG65 and BG75 extracts after 312 

LPS stimulation (Fig 3A). Based on a fold difference above 5, DEG were organized by 313 

hierarchical clustering (Euclidian distance) according to similarities in the expression profiles. 314 

Conditions with BG65 and BG75 clustered together in contrast to BG15 and mock conditions 315 

whatever the time of harvest upon LPS stimulation (Fig 3B). The discrimination between BG-316 

enriched, crude compounds and mock condition was consistent with what was revealed by the 317 

PCA analysis (data not shown). Two gene clusters (purple in the entities dendrogram) were 318 

commonly modulated by BG65 and BG75. A subset of these genes with the highest FC 319 

between BG65/75 and BG15/mock conditions whatever the time point is presented in Table 1. 320 



 

 

FIGURE 3. Gene expression profiling of BG-enriched treated macrophages reveals enrichment for 

inflammatory response after LPS exposure. 

WT BMDM from C57Bl/6 mice were cultured in 24-well plates and treated with 100 µg/mL of the set of three 

BG extracts for 8 h in triplicate. After incubation, supernatants were removed and cells were stimulated with 100 

ng/mL of ultraPure LPS for 4 or 8 h. A microarray analysis was performed using Agilent mRNA transcriptomic 

analysis. After quality control and normalization, data were analyzed using Agilent GeneSpring GX software 

and transcripts with a fold change of at least 1.5 between conditions and a p-value of less than or equal to 0.001 

in at least one sample were selected for further analysis. Differences between results were evaluated by 2-way 

ANOVA and Benjamini-Hochberg post-hoc correction. (A) Venn diagrams showing the overlap of upregulated 

(↑) and downregulated (↓) genes in each condition were obtained using VENNY 2.0. (B) Unsupervised 

hierarchical clustering (Euclidian distance) of transcriptional profiles, displayed as a heatmap of fold-change 

expression values, from Sc BG-treated BMDM compared to non-treated BMDM upon LPS exposure. Each row 

represents a transcript and each column an individual sample. The heatmap shows 3 main clusters constituted by 



entities for which fold change were greater than 5 with a p-value of 0.001 compared to mock plus 8 h LPS-

stimulated cells. Red indicates over-expressed and blue indicated under-expressed transcripts. (C) A sample of 

the top up-regulated genes in the different BG conditions BG15-, BG65- or BG75-treated BMDM versus the 

mock control after 8 h of LPS exposure based on the transcriptomic results (FC > 1.5, p-value < 0.001) is given. 

Gene expression was confirmed by RT qPCR and normalization was performed with three housekeeping genes 

(Sdha, Rpl9 and Hprt1). Data are expressed as the mean ± SD from 3 independent mice. Comparisons are shown 

for each BG condition against mock and each mean values from BG65 and BG75 are significantly different from 

BG15 mean values according to the unpaired two-tailed Student’s t-test (p < 0.05). 



 

↑Up-regulated 4 h LPS 8 h LPS 
Rank Gene Gene Title BG15 BG65 BG75 BG15 BG65 BG75 

1 Csf2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage) 1.8 20.3 14.0 4.2 64.9 43.1 
2 Fhl2 Four and a half LIM domains 2 2.4 43.3 31.1 1.7 41.0 35.7 
3 Hbegf Heparin-binding EGF-like growth factor 2.8 11.3 8.3 6.0 46.0 32.6 
4 Inhba Inhibin beta-A 16.3 20.1 15.3 20.9 41.0 29.9 
5 Car2 Carbonic anhydrase II 10.9 29.2 19.6 9.8 36.9 27.2 
6 Dok7 Docking protein 7 9.4 19.6 13.1 11.8 34.0 22.9 
7 Csf3 Colony stimulating factor 3 (granulocyte) 32.1 11.4 12.7 15.2 21.2 19.2 
8 Cish Cytokine inducible SH2-containing protein -2.9 3.0 2.1 1.5 19.8 13.0 
9 F3 Coagulation factor III 1.8 5.6 4.8 2.1 13.1 11.4 
10 Vasn Vasorin 1.6 4.5 3.3 3.2 13.3 10.8 

 
↓Down-regulated 4 h LPS 8 h LPS 
Rank Gene Gene Title BG15 BG65 BG75 BG15 BG65 BG75 

1 Cx3cr1 Chemokine (C-X3-C) receptor 1 -2.6 -2.6 -2.1 -6.8 -5.8 -3.9 
2 Pcp4l1 Purkinje cell protein 4-like 1 -9.7 -2.4 -2.6 -10.2 -2.8 -3.1 
3 Ccl24 Chemokine (C-C motif) ligand 24 -3.6 -2.5 -2.6 -4.7 -3.0 -3.0 
4 Slc9a9 Solute carrier family 9 (sodium/hydrogen exchanger), member 9 -3.5 -2.5 -2.4 -2.8 -1.9 -3.0 
5 Net1 Neuroepithelial cell transforming gene 1 -1.9 -1.2 -1.2 -4.3 -2.8 -2.8 
6 Ramp1 Receptor (calcitonin) activity modifying protein 1 -3.2 -2.4 -2.5 -3.1 -2.5 -2.7 
7 Tmem114 Transmembrane protein 114 (Cldn26) 1.0 1.6 1.3 -3.0 -2.7 -2.6 
8 Nudt17 Nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 17 -4.2 -3.4 -2.7 -3.6 -1.9 -2.6 
9 Stab2 Stabilin 2 -6.1 -2.4 -2.4 -2.7 -1.5 -2.5 
10 Acat3 Acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 3 -2.4 -2.5 -2.3 -3.0 -2.9 -2.4 

 

Table 1: A sample of the most differentially expressed genes after BG treatment upon LPS exposure 
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Amongst these genes, Csf2, Fhl2 and Cish clustered together as they were upregulated by 20 321 

to 60-fold in BG65/75 at 8 h time point, whereas these genes were not expressed in BG15 or 322 

mock conditions (Table 1). In the second purple cluster (Fig 3B), 40 genes were revealed to 323 

exhibit a similar pattern of expression following treatment with BG65/75. This cluster was 324 

functionally enriched for genes involved in the inflammatory response (15 entities), cellular 325 

movement (15 genes), cell growth and proliferation (18 entities) and also in cell cycle (5 326 

entities) and molecular transport (15 entities). A pathway analysis showed that these genes 327 

were strongly implicated in the acute phase response, in macropinocytosis and IL-10 signaling 328 

as well as atherosclerosis signaling with TP53, CREB1 and STAT3, as the main upstream 329 

regulators. Csf3 was also present in the second purple cluster (Fig 3B), and confirmed by fold 330 

changes in Table 1. Functional analysis of the 44 genes from the purple clusters was done 331 

with DAVID [30], that revealed significant KEGG pathways including JAK-STAT signaling 332 

pathway, cytokine-cytokine receptor interactions, hematopoietic cell lineage and MAPK 333 

signaling pathway, and also phospholipids as signaling intermediaries pathway (Biocarta). In 334 

this analysis, we also found consistent enrichment for immune (GO:0006955), inflammatory 335 

(GO:0006954) and defense response (GO:0006952, BP00148), response to wounding 336 

(GO:0009611), positive regulation of cell proliferation and differentiation (GO:0008284; 337 

BP00224), and cell communication (BP00274). We next identified molecular mechanisms 338 

associated-functions, which were ligand-mediated signaling (BP00122), signal transduction 339 

(BP00102) and intracellular signaling cascade (GO:0007242; BP00111), including JAK-340 

STAT cascade (BP00117) leading to regulation of phosphorylation (GO:0042325), positive 341 

regulation of gene expression (GO:0010628) and cytokine activity (GO:0005125; MF00017) 342 

or signaling molecule synthesis (MF00016). As shown in Fig S2A, an analysis of the immune 343 

cell functions performed using IPA software confirmed that the most upregulated genes 344 



A 

B 

Figure S2 Walachowski et al 

BG65 vs BG15, 8 h LPS 

BG65 vs Mock, 8 h LPS 



FIGURE S2. BG-enriched primed macrophages exhibit enrichment for strong inflammatory response and cell 

viability after LPS exposure.  

WT BMDM from C57Bl/6 mice were handled according to the same procedure as described in Fig 3. After BG 

pretreatment for 8 h, cells were stimulated with 100 ng/mL of ultraPure LPS for 4 or 8 h. Total RNA was 

extracted and transcriptomic analysis was performed using Agilent microarrays and GeneSpring software. (A) 

Using heatmap (presented in Fig 3) of fold-change expression values, from Sc BG-treated BMDM compared to 

non-treated BMDM upon LPS exposure, we performed an analysis of functions enriched by the genes 

upregulated by BG-enriched priming (purple clusters: FC > 5 and p-value < 0.001) with the Ingenuity Pathway 

Analysis (IPA) software. The results are shown as a network of significant functions associated with the main 

upregulated genes according to p-values (calculated by the Fisher exact test) and z-scores. (B) Based on a 

comparison of fold change expression values between BG-enriched and BG15 priming upon 8 h of LPS 

exposure obtained from GeneSpring software (FC > 1.5), we performed a function analysis using IPA. 

Significant functions which p-values (calculated by the Fisher exact test) were lower than 0.001 are displayed 

(threshold value = 4). 
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induced by BG-enriched treatment contributed to the enrichment of recruitment and activation 345 

of leukocytes, but also improved cell viability and lymphocyte proliferation. 346 

In the two yellow clusters were genes specifically modulated by crude Sc BG15. The first 347 

yellow cluster identified in the upper part of the Fig 3B is constituted by 35 genes which were 348 

early and consistently overexpressed in mock condition and to a lesser extent in BG-enriched 349 

conditions following 4 h of LPS stimulation, but downregulated in BG15 condition. These 350 

genes were processed using IPA software and were involved in cyclins and cell cycle 351 

regulation (p-value = 0.008) and in prostanoid biosynthesis pathways (p-value = 0.03). The 352 

identified associated-functions were lipid metabolism, cell cycle and cellular development and 353 

maintenance with the transcription factors RB1, FOXM1 and E2F directly involved, which 354 

are essential for cell cycle regulation and control, but also for tumor suppressor mechanisms. 355 

DAVID analysis performed on these genes confirmed enrichment for cell proliferation, 356 

including mitosis (GO:0007067), M-phase (GO:0000279; GO:0000087), nuclear and cell 357 

division (GO:0000280, GO:0051301), cell cycle phase and process (GO:0022403, 358 

GO:0022402), DNA replication (GO:0006260) or cytokinesis (GO:0000910). In this cluster, 359 

genes were significantly enriched for immune cell recruitment as leucocyte migration 360 

(GO:0050900), cell motility and migration (GO:0048870, GO:001647), macrophage 361 

chemotaxis (GO:0048246) but also for their roles in immune response (cytokine-mediated 362 

signaling pathway, GO:0019221) as shown by the cytokine-cytokine receptor interaction 363 

identified by KEGG pathway (mmu04060). Interestingly, a trend was identified for 364 

enrichment of the negative regulation of cell death and apoptosis (GO:0043066, GO:0060548) 365 

in this cluster, suggesting that BG15-stimulated-macrophages were not able to activate those 366 

genes involved in cell recruitment and survival at early stage of the inflammatory response, 367 

which is consistent with our previous observations. 368 
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The second yellow cluster (47 genes) possesses genes that are significantly and exclusively 369 

elevated by BG15 after 8 h of LPS exposure (and to a lesser extent at 4 h), whereas slight 370 

down-regulation or lower expression changes were identified in BG-enriched and mock 371 

conditions. Using IPA software, relevant canonical pathways were acute phase response 372 

signaling (p-value = 0.0004), IL-17 and IL-10 signaling (p-value = 0.009 and 0.01), and 373 

communication between innate and adaptive immune cells (p-value = 0.01) for instance. This 374 

analysis also targeted cell functions as inflammatory response, cellular movement, function 375 

and maintenance, cell death and survival and cell-to-cell signaling and interaction and cell 376 

trafficking. STAT1 (bacterial immune response), STAT3 (cellular growth) and STAT6 377 

(adaptive immune response) were identified as the main upstream regulators affected, as well 378 

as CEBPB (inflammatory response) and NOTCH1 (cell proliferation and apoptotic programs). 379 

In this cluster, we confirmed primarily enrichment for immune and inflammatory response 380 

(GO:0006955, GO:0006954), for defense (BP00148) and response to wounding 381 

(GO:0009611); but also for cytokine and chemokine mediated signaling pathway and 382 

immunity (BP00107, BP00255) associated to a ligand-mediating signal (BP00122) leading to 383 

molecular mechanisms implying immunoglobulin receptor family members (MF00004) and 384 

interleukins (MF00232). Thus, from these analyses, we conclude that BG-enriched-pretreated 385 

macrophages, have the biosynthetic machinery for inflammatory response and cell to cell 386 

trafficking, including cytokine production and ligand-mediated signaling via JAK-STAT and 387 

MAPK pathways, as well as chemoattraction, antigen presentation fostering T-cells priming 388 

and cell survival upon stimulation with LPS. In another hand, BG15- (or mock-) pretreated 389 

macrophages upregulated genes responsible for acute inflammatory and defense response, and 390 

cell communication using cytokine interactions between innate and adaptive immune cells. 391 

However, in mock condition, macrophages early exhibited enrichment for cell proliferation as 392 

shown by the activation of cell cycle processes and the leucocyte migration enrichment, 393 
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which remained a transient and low intensity immune response in contrast to the BG-394 

enriched-triggered response. As well, in BG15 condition, the inflammatory response was 395 

delayed but remained transient and lower, as suggested by activation of Arg1 or Il19, Il10 and 396 

Il23r (linked to STAT3), associated to apoptosis and inhibition of inflammation in 397 

macrophages. This was also confirmed by the IPA analysis performed on the functions 398 

improved by BG-enriched pretreatment compared to BG15 with fold change greater than 2 399 

and p-value < 0.001. All the functions involved in inflammatory response machinery (FOS, 400 

CREM, EGR1, TP53) were over represented in BG-enriched conditions (previously listed), as 401 

well as an anti-apoptotic survival signal (CREB1) (Fig S2B), meaning that BG-enriched 402 

pretreatment induces a more consistent and robust macrophage activation after LPS exposure. 403 

The functions associated with the down-regulated genes in BG conditions compared to mock 404 

indicated an inhibition of the superpathway of cholesterol biosynthesis (p-value = 1.79E-9) 405 

which targeted lipid metabolism involved in cellular organization and cell to cell signaling 406 

and interaction.  407 

Validation of microarray results at transcriptional and protein 408 

levels. 409 

 Microarray results were confirmed using measurement by RT-qPCR on a different set of 410 

samples. Normalization between samples and conditions was done with Sdha, Rpl9 and Hprt1 411 

that were firstly determined as stably expressed in our experimental conditions. qPCR results 412 

were strongly correlated with the microarray results for all the genes that were evaluated (n = 413 

26 genes), with a Pearson’s correlation coefficient of 0.57 (p-value < 0.001), and largely 414 

confirmed microarray results (Fig 3C, Fig 4A, Fig 5A). We next examined protein expression 415 

of the most differentially-expressed genes between BG65/75 and mock/BG15 conditions. The 416 

production of GM-CSF was significantly increased as a function of the purity levels of BG 417 

compounds used for treatment (Fig 4B). Whereas GM-CSF production was low (around 50 418 



 

 

FIGURE 4. Csf2 upregulation induced by BG-enriched Sc CW compounds treatment and LPS exposure is 

mainly dectin-1-dependent.  

WT or Clec7a-/- BMDM were stimulated with 100 µg/mL of crude (BG15) or enriched (BG65, BG75) Sc CW 

extracts for 8 h. After incubation, cell culture supernatants were removed and 100 ng/mL of ultraPure LPS or 

medium was added in each well for 8 (A) or 48 h (B). (A) Supernatants were discarded and BMDM were lysed 

in RLT lysis buffer. Total RNA was extracted as described before and retro-transcribed. Csf2 expression was 

determined by quantitative PCR after normalization with three housekeeping genes (Sdha, Rpl9 and Hprt1). Fold 

change data are expressed as the mean ± SD as compared to mock condition in three independent experiments. 

Mean values not sharing the same letter are significantly different according to the Student’s t-test (p < 0.05). (B) 

After incubation, cell culture supernatants were harvested and stored at -20°C. GM-CSF was measured by 

ELISA (R&D Systems). Data are expressed as the mean ± SD from two independent experiments performed in 

triplicate. Mean values not sharing the same letter are significantly different according to the Student’s t-test (p < 

0.05). 
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pg/mL) upon LPS exposure without BG priming, this production was significantly higher 419 

with BG-enriched compounds (350 pg/mL and 450 pg/mL with BG65 and BG75 pre-420 

treatment, respectively). Dectin-1-deficiency completely abolished GM-CSF secretion. This 421 

result supports the view that GM-CSF production is strongly triggered by dectin-1 signaling. 422 

These results were also confirmed in the DBA/2 strain background (Fig S3).  423 

Significant Fhl2 upregulation in BG-enriched conditions was also confirmed by qPCR (Fig 424 

5A). As Fhl2 expression seems to be highly correlated with the BG degree of purity, we next 425 

investigated the influence of dectin-1 on Fhl2 transcription following incubation with BG 426 

compounds. Then, WT and Clec7a-/- BMDM from C57Bl/6 were incubated under varying 427 

time and conditions to examine Fhl2 expression. In WT cells, the gene was not expressed, 428 

even following treatment with crude BG15 and whatever the incubation time (Fig 5B). 429 

However, a strong and early induction of Fhl2 was triggered by BG-enriched compounds 430 

BG65 and BG75 (30-fold and 5-fold upregulations at 4 h, respectively), and decreased but 431 

stayed elevated until 16 h of interaction (10-fold and around 5-fold higher for BG65 and 432 

BG75, respectively). Interestingly, dectin-1-deficiency entailed a severe loss of Fhl2 433 

induction following BG65 treatment and abolished it completely after BG75 incubation at all 434 

timetable point. Clec7a-/- BMDM pretreated with BG65 or BG75 poorly upregulated Fhl2 435 

expression upon LPS stimulation as compared to WT cells (5-fold higher in Clec7a-/- BMDM 436 

versus 20-fold and 30-fold in WT BMDM for BG65 and BG75 conditions, respectively) (Fig 437 

5C). Western Blotting on BMDM lysates confirmed that FHL2 protein was more abundant 438 

upon treatment with BG65 and BG75 than with BG15 and was not detectable in untreated 439 

cells, with or without LPS stimulation (Fig 5D). Therefore, BG-enriched Sc CW compounds 440 

induce FHL2 expression, essentially via the dectin-1 pathway. To appreciate the role of FHL2 441 

in the induction of immune response through dectin-1, TNFα was quantified in supernatants 442 

from Fhl2-/- BMDM stimulated with BG-containing extracts. Surprisingly, the absence of 443 



 

 

FIGURE 5. Sc BG-enriched compounds induce FHL2 upregulation under the control of dectin-1. 

(A) WT BMDM from C57Bl/6 mice were stimulated as described above (Fig 4A). Fhl2 expression was 

determined by RT-qPCR as done for Csf2. (B) WT or Clec7a-/- BMDM were stimulated with Sc BG-enriched 

compounds for 4, 8 or 16 h. At the end of the incubation, supernatants were discarded and BMDM were lysed in 

RLT lysis buffer. RNA were extracted and pooled, cDNA synthesis and RT-qPCR were performed as previously 

described. Data are expressed as the fold change related to the mock value, representative of two experiments 

performed in triplicate. (C) BMDM from WT or Clec7a-/- C57Bl/6 mice were stimulated following the same 

protocol as in (A). (D) WT BMDM from C57Bl/6 mice were stimulated as before. BMDM were lysed in RIPA 

buffer supplemented with 5mM EDTA and protease inhibitor (Pierce™). After clarification (centrifugation at 

14,000 rpm, 10 min) and protein quantitation using BCA kit (Pierce™), lysates (10 mg of total proteins) were 

subjected to Western blotting with anti-FHL2 (F4B2-B11) and anti-βactin (C4) as control, mAbs (Santa Cruz 

Biotechnologies). The data are representative of 3 independent experiments performed in triplicate. (E) WT, 

Fhl2-/- or Clec7a-/- BMDM were stimulated with 100 µg/mL of BG-containing Sc CW compounds for 8 h. After 

incubation, cell culture supernatants were then collected and stored at -20°C. TNFα was further quantified by 



ELISA. Data are expressed as the mean ± SD from two independent experiments performed in triplicate. Mean 

values not sharing the same letter are significantly different according to the Student’s t-test (p < 0.05). 



 

 

FIGURE S3. GM-CSF response from DBA/2 macrophages to Sc CW extracts is synergized after TLR ligands 

or bacteria exposure according to their BG-content. 

BMDM from DBA/2 (or WT or dectin1-/- C57Bl/6) mice were stimulated with 100 µg/mL of BG-enriched Sc 

CW compounds for 8 h. After incubation, cell culture supernatants were removed and BMDM were then 

stimulated with 100 ng/ml of ultraPure LPS for 48 h. At the end of the incubation, supernatants were collected 

and immediately stored at -20°C. GM-CSF was measured with a cytokine detection kit. Data are expressed as the 

mean of value ± SD from two independent experiments performed in triplicate. Mean values not sharing the 

same letter are significantly different according to the Student’s t-test (p < 0.05). 
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FHL2 resulted in a significant increase of TNFα secretion in BG-enriched Sc CW- and in 444 

BG15-incubated BMDM, whereas amounts triggered by zymosan remained unchanged (Fig 445 

5E). Similarly, when cells were secondly stimulated with LPS, the cytokine production by 446 

Fhl2-/- BMDM following BG15 and WGPd pretreatment were significantly enhanced 447 

although a trend seems to occur for BG65 and BG75 (Fig S4). The last results suggest that 448 

FHL2 acts as a regulator of inflammatory response after dectin-1 triggering.  449 



 

 

FIGURE S4.  The loss of FHL2 induces upregulation Sc BG-enriched compounds under the control of dectin-1. 

BMDM from WT, Fhl2-/- or Clec7a-/- mice were stimulated with 100 µg/mL of BG-enriched Sc CW compounds 

for 8 h. After incubation, cell culture supernatants were removed and BMDM were then stimulated with 100 

ng/ml of ultraPure LPS for 16 h. At the end of the incubation, supernatants were collected and immediately 

stored at -20°C. TNFα was measured with a cytokine detection kit. Data are expressed as the mean of value 

± SD from two independent experiments performed in triplicate. Mean values not sharing the same letter are 

significantly different according to the Student’s t-test (p < 0.05). 
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Discussion 450 

In this report, we aim to describe the mechanisms by which BG upon interaction with Dectin-451 

1 promoted the inflammatory response. Dectin-1 has recently emerged as a key mediator of 452 

antifungal responses, and mice lacking dectin-1 were shown to be more susceptible to 453 

systemic fungal infections [6,11]. Furthermore, dectin-1 was identified as an important 454 

partner of TLR2/4 on macrophages and dendritic cells for the production of inflammatory 455 

cytokines in response to particulate stimuli containing BG, like zymosan [4,5,7,31]. However, 456 

binding dectin-1 alone is not sufficient to trigger relevant cytokine secretion, as well as 457 

neutrophil recruitment by murine macrophages as we recently demonstrated using BG-458 

enriched Sc CW extracts [28]. To fully understand the underlying mechanisms associated to 459 

the dectin-1-BG interaction in immune activation, it is pivotal to determine the effects of BG 460 

training on the cytokine response by macrophages using highly purified ligands. In the current 461 

study, we extended the investigation of the synergistic properties observed using a 462 

combination of various ligands simultaneously, to a two-step immune training using a first 463 

exposure to BG-containing extracts (including BG-enriched extracts) followed by a second 464 

stimulation with live bacteria or pure components of bacterial cell walls. We have shown that 465 

only BG-enriched compounds (BG65 and BG75) were able to strongly prime different types 466 

of macrophages (BMDM and TEPM) for enhanced pro-inflammatory (TNFα and Il-1β) as 467 

well as anti-inflammatory (IL-10) cytokines production when they are exposed to a secondary 468 

bacterial stimulus. This synergistic activity of BG-enriched extracts was mediated by dectin-1 469 

as suggested by experiments with cells genetically deficient for this receptor revealing 470 

abolition of the synergy. Interestingly, it also appeared that the boosted cell response was 471 

even more inhibited in the case of Staphylococcus aureus bacteria. Despite this fact, a residual 472 

amplification of the cell response remained in the latest cases, meaning that a negligible part 473 

of the signal may result from interactions between BG and other receptors. Seemingly, the 474 
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synergistic response of IL-1β was much more consistent with Pam3 and E. coli than LPS and 475 

S. aureus in BG-enriched WT BMDM, suggesting that mechanism which leads to this 476 

cytokine release differ from the one which induces TNFα production. Also, cell response was 477 

more consistent in BG65- than in BG75-condition upon Pam3 or LPS stimulation that could 478 

be reminiscent of collaboration with other PRRs. Because priming effects induced by BG-479 

enriched extracts were not only restricted to pure TLR ligands but also extended to the whole 480 

live bacteria, we tended to conclude that synergistic effects of dectin-1 signal as common to 481 

several TLR-dependent pathways. This BG priming effects were also observed by Ifrim et al, 482 

who used the same priming method using BG from Candida albicans and pure ligands or heat 483 

killed bacteria as a secondary stimulus on human PBMC [32]. This was confirmed by the data 484 

obtained with MyD88-deficient macrophages, where LPS-amplified TNFα response was 485 

totally lost after BG-enriched incubation. We can rightly assert that TLR-dectin-1-mediated 486 

induction of TNFα production is dependent on NFκB. This effect is in line with previous 487 

studies showing that collaboration between dectin-1 and TLRs leads to subsequent activation 488 

of NFκB [4,5,18,20,33]. However, although NFκB/AP-1 activity increased in all BG-489 

conditions, we did not observe any synergistic promotion of this activity after BG-enriched 490 

treatment.  491 

Ifrim et al suggested that BG exerts a strong priming effect toward restimulation through 492 

dectin-1 and the noncanonical Raf-1 pathway, whereas dectin-1 direct signaling seems to be 493 

mediated by the canonical Syk-dependent pathway [32]. Furthermore, we showed that BG-494 

dependent synergistic response occurred following a delayed time course as shown by Fig 2B 495 

and Fig S1D. These data strongly suggest that the de novo synthesis of intermediates is 496 

required to shape the inflammatory response.  497 

In line with these observations, networks and functions analysis performed using IPA and 498 

DAVID bioinformatics softwares on the transcriptomic assay data evidenced enrichment for 499 
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generic functions such as inflammatory response, molecular transport, defense response, cell 500 

communication and intracellular signaling cascade/signal transduction associated to 501 

regulation of phosphorylation. More BG-associated specific functions were evidenced by the 502 

microarray analysis including macropinocytosis, cell growth, proliferation and differentiation, 503 

cytokine activity, JAK-STAT cascade, MAPK and IL-10 signaling pathway and signaling 504 

molecule synthesis (confirming our previous hypothesis). Our data were consistent with the 505 

effects widely reported in the literature including MAPK, and to a lesser extent JAK-STAT 506 

involvement downstream dectin-1 engagement and Syk/CARD9 activation 507 

[10,14,18,19,21,26,33–35]. Although Syk has been shown to be recruited to a phosphorylated 508 

ITAM-motif after dectin-1 triggering leading to IL-10 or IL-2 production [17,36,37], some 509 

dectin-1-mediated responses such as phagocytosis remain Syk-independent in macrophages 510 

[38]. Nevertheless, Dennehy et al reported that collaborative signaling between dectin-1 and 511 

MyD88-coupled TLRs requires activation of Syk, that afford sustained IκB degradation  512 

resulting in nuclear translocation of NFκB and further TNFα production [5]. TP53, the tumor 513 

suppressor p53 that was identified in our gene expression analysis, was reported to be 514 

necessary for conventional NFκB p65-mediated TNFα production [39]. BG-enriched priming 515 

upon LPS exposure on BMDM also pointed out IL-10 signaling pathway and involvement of 516 

CREB and STAT3 that are also correlated with the MAPK and the JAK-STAT pathways. 517 

Indeed, zymosan-induced IL-10 was shown to depend on TLR2/dectin-1-mediated activation 518 

of the calcium-dependent ERK-MAPK pathway and the phosphorylation of CREB; That 519 

secretion of IL-10 further leads to the phosphorylation of STAT3 via an autocrine feedback 520 

loop [21,35,40,41]. In line with our findings (Fig S2), the transcription factor CREB mediates 521 

an NFκB- and MAPK-dependent anti-apoptotic signal in macrophages and monocytes, which 522 

promotes survival and enhancement of host response following a LPS/TLR4 signaling [42]. 523 
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The ability of dectin-1 to initiate an ITAM-Syk signaling through NFAT was largely 524 

described [20], although we missed to sort this function from our analysis. However, Cox2 525 

(Ptgs2) was identified as one of the most upregulated genes by BG-enriched priming (Fig 3). 526 

Consistently, induction of Cox2 was shown to be dectin-1-mediated by a NFAT-dependent 527 

signaling, as well as the transcription factor Egr2 [20,43] - Egr1 being regulated by ERK-528 

JNK-dependent signal - that were also upregulated by our BG-enriched compounds (Fig S2), 529 

both leading to sustained expression of other pro-inflammatory mediators such as TNFα or 530 

IL-6 [44–46], macrophages [47] and B/T lymphocytes proliferation [48,49]. This could 531 

explain why we observed such a synergistically TNFα production after BG-enriched training 532 

without such an amplification of NFκB activity. As NFAT was described as an activation and 533 

differentiation factor in T cells, it is not surprising to identify functions implying the role of 534 

cytokines in mediating communication between immune cells, the hematopoiesis from stem 535 

cells or the differential regulation of cytokine production in macrophages and T helper cells 536 

by IL-17. In line with these findings, integration of TLR and dectin-1 was shown to direct T 537 

helper cell differentiation (TH1 and TH17) by a canonical (CARD9) and noncanonical NFκB 538 

pathway that requires Syk and Raf-1 [10,50], but also through NFAT-dependent pathway 539 

[43].  540 

The microarray analysis consistently identified Csf2 (that encodes GM-CSF), the keystone or 541 

the gene network, and Fhl2 as the two main upregulated genes by BG65 and BG75 priming 542 

conditions. IPA and DAVID analysis revealed their enrichment for functions listed 543 

previously, inflammatory response, proliferation and differentiation of bone marrow 544 

progenitors, migration and binding of cells, in antigen presentation and cell survival, immune 545 

cell trafficking and development of hematological system. These two genes further targeted 546 

pathways highlighting the crucial role of cytokines as mediators of the communication 547 

between the innate and the adaptive response, as described above.  548 
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Unexpectedly, we identified Fhl2 as the second most upregulated gene in BG-enriched 549 

extracts-primed macrophages toward LPS stimulation. Indeed, Fhl2 expression was 550 

synergistically and specifically induced by BG65 and BG75 treatment, which was totally 551 

abrogated in Clec7a-/- cells (Fig 5). These findings were also confirmed at protein levels. We 552 

further showed that overexpression of Fhl2 occurred through direct dectin-1 triggering by 553 

BG-enriched extracts. Here, we revealed for the first time the involvement of Fhl2 in dectin-554 

1-mediated pathway. The Four-and-a-half LIM-only protein 2 (FHL2), which functional 555 

diversity could result from its different protein partners, is an important mediator in many 556 

signaling pathways including NFκB signaling pathways [51,52] or TGFβ signaling [53,54], as 557 

reviewed in [55]. Fhl2 is expressed in a cell-and tissue-specific manner and molecular 558 

mechanisms by which this protein exerts its roles remain incompletely understood, especially 559 

in cells where its expression is limited or absent. In this study, we established for the first time 560 

not only the Fhl2 expression in macrophages, but also its induction after dectin-1/BG-561 

enriched particles interaction. Previous studies revealed that Fhl2 can interact with NFκB 562 

depending on the cell-context. Indeed, FHL2 has been shown to inhibit NFκB activity in 563 

osteoclastogenesis by displacing TRAF6 from RANK [56], that seems to be consistent with 564 

our data in BMDM. However, FHL2 was shown to mediate IL-6 production through NFκB 565 

and p38 MAPK signaling pathway in muscle cells [52]. Similarly, FHL2-deficiency in 566 

macrophages significantly reduced TNFα and IL-6 production following LPS exposure, 567 

showing that FHL2 acts as a positive regulator of NFκB through TRAF6 in liver macrophages 568 

[51] but also in FHL2-transfected HEK cells [57]. However, we evidenced that in BMDM, the 569 

loss of FHL2 enhanced the cytokine production following a BG treatment with or without a 570 

secondary stimulus. This reinforces the hypothesis that the role of FHL2 is highly dependent 571 

of the cell type but also of the populations of tissue macrophages, sometimes as a regulator 572 

and sometimes as an enhancer of cytokine production. In addition, the last authors also 573 
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revealed that FHL2 alone was not sufficient to induce NFκB responsive promoters. In line 574 

with this, FHL2 was reported to co-activate several transcription factors including AP-1 [58] 575 

and CREB [59], with the possibility of direct and indirect interactions (through p38- or 576 

ERK2-MAPK [60]) between FHL2 and CREB. As we reported a non-synergistic activation of 577 

NFκB/AP-1 following a BG-enriched treatment upon TLR stimulation despite a great 578 

increase of cytokine production, we could hypothesize that similarly to this study, FHL2 579 

could regulate MAPK or CREB signaling triggered by dectin-1 pathway. 580 

FHL2 is also able to bind and activate the TP53 promoter in hepatic cells [61] and inversely, 581 

TP53 regulates Fhl2 expression at the transcriptional level [62], that could explain why we 582 

evidenced TP53 involvement as upstream regulators in BG-enriched mediated response upon 583 

LPS exposure. Thus, we formulated the attractive hypothesis that FHL2 may act as a regulator 584 

of the dectin-1/NFκB pathways. Indeed, early overexpression of FHL2 triggered by direct 585 

BG-enriched/dectin-1 interaction could lower NFκB, MAPK or to moderate TNFα production 586 

by macrophages. However, whether BG/ dectin-1 interaction induces FHL2 remains unclear 587 

and would deserve further investigations to identify the molecular mechanisms. 588 

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) was previously linked to the 589 

dectin-1-mediated response, as addition of GM-CSF to BG-treated macrophages was shown 590 

to increase BG responsiveness by synergizing cytokine production and upregulating dectin-1 591 

expression on cells [22,24,25,27,63]. However, the direct relation between BG and GM-CSF 592 

remains poorly described by authors, as only few of them reported induction of Csf2 593 

consequently to the BG recognition by dectin-1 on macrophages. Indeed, Masuda et al 594 

observed increasing TNFα and GM-CSF release in peritoneal resident macrophages following 595 

incubation with curdlan, zymosan and soluble BG extracted from maitake mushroom, that 596 

resulted from two different signaling pathways, the early one induced by a dectin-1-597 

independent ERK and MAPK signaling and the late one triggered through dectin-1 and Syk 598 
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[22]. In a previous study, we evidenced the late dectin-1-dependent overexpression of Csf2 599 

following BG65 and BG75 treatment [28], which could prime our BMDM to respond to the 600 

secondary microbial stimulus. Consistently with this hypothesis, compared to controls, GM-601 

CSF-treated macrophages exposed to TLR2 or 4 ligands were shown to produce significantly 602 

more IL-1β, IL-6 and TNFα, but lower PGES mRNA expression and so PGE2 production 603 

reducing the lipid metabolism [24,25,64]. Furthermore, GM-CSF was able to prevent 604 

endotoxin tolerance in macrophages by restoring TNFα production on LPS-tolerized human 605 

monocytes [65]. We identified the MAPK-ERK as targeted pathway activated upon BG-606 

enriched exposure following LPS stimulation, suggesting that GM-CSF upregulation could 607 

intensify and sustain the BG-enriched/LPS-mediated macrophages activation through this 608 

signaling pathway, as suggested by Min et al who used curdlan combined to GM-CSF on 609 

dendritic cells [26]. This explains why integration of both signals affords a more effective 610 

response to potential invading pathogens than each ligand alone. Consistently, they found that 611 

GM-CSF was required to trigger the curdlan-dependent MAPK phosphorylation ensuring the 612 

robust production of TNFα, IL-6, IL-1β and subsequent TH cell polarization (also reviewed in 613 

[66]). GM-CSF requisite was also evoked for CREB phosphorylation and Egr1 transcription 614 

[67]. Thus, it seems that BG are able to preprogram macrophages by inducing their 615 

production GM-CSF in a dectin-1, which can act by an autocrine loop and afford them to  616 

manner respond synergistically to a secondary stimulus. In this line, we could hypothesize 617 

that the late induction of GM-CSF could inhibit the regulatory effect of primary FHL2 signal 618 

to promote a consistent and synergic cytokine production in response to BG-enriched 619 

particles. 620 

From similar observations, raised the principle of trained immunity by which BG/dectin-1 621 

interaction would induce epigenetic reprogramming, leading to cellular activation, enhanced 622 

cytokine production and also metabolic state of cells shift, recently reviewed in [68] and 623 
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firstly described in [69]. Characteristics of trained immunity rely on the absence of a 624 

subsequent response upon a primary BG-enriched treatment; thereafter, when cells are 625 

exposed to as secondary microbial stimuli, they are able to elicit a strong inflammatory and 626 

protective signature. Our findings further suggest that GM-CSF and FHL2 could be 627 

complementary involved in the training program of macrophages mediated by BG-enriched 628 

extracts, as GM-CSF expression is strongly correlated with the synergistic production of 629 

cytokine whereas FHL2 seems to control cell activation. In line with this hypothesis, GM-630 

CSF was demonstrated to prime monocytes and to restore cytokine production in LPS-631 

tolerized cells [65]. Indeed, endotoxin tolerance is characterized by a decreased production of 632 

proinflammatory cytokine by macrophages in response to LPS following a first exposure to 633 

the same primary stimulus. This phenomenon was previously extended to zymosan and to 634 

BG15 pretreatment in macrophages by us and others [40,65,70], as they induced strong 635 

induction of TNFα by themselves but remain unable to trigger any response to the secondary 636 

stimulus (and even more at  high concentrations, Fig 2). It was further suggested that 637 

zymosan, which elicited various pathways through a unique exposure, could program cells to 638 

suppress immune response notably by triggering production of immunosuppressors as IL-10 639 

and TGFβ or by reducing the expression or GM-CSF receptor on cells [22]. Interestingly, 640 

TGFβ pathway is inhibited by BG-enriched extracts through upregulation of vasorin (Vasn) 641 

(Table 1). Consequently, we feel that the trained immunity concept firstly raised by Netea et 642 

al has become a new paradigm in immunology. Although more investigations are needed to 643 

improve knowledge in this field, our data so far suggest that trained innate immunity would 644 

be of great interest to treat a variety of inflammatory diseases by modulating the state of 645 

cellular activation. Our findings might also be relevant for the design of novel adjuvant 646 

formulations.  647 

Conclusion 648 
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Altogether, we identified a strong BG-enriched-associated synergy in microbial-stimulated 649 

macrophages. The integration of both signals strongly affected the inflammatory response, 650 

resulting in an enhanced upregulation of several pathway mediators, in a potent cytokines and 651 

chemokines release as well as in a superior capacity in cell survival and immune cells 652 

recruitment. We furthermore identified FHL2 and GM-CSF as the possible targets specifically 653 

upregulated by BG-enriched incubation upon TLR-ligand second signal. Our results suggest 654 

that GM-CSF is a late consequence of dectin-1-engagement which synergizes the BG-655 

enriched-mediated response of macrophages as well as FHL2 that acts under dectin-1 as a 656 

regulator of NFκB activity. Although how FHL2, GM-CSF and dectin-1 signaling pathways 657 

integrate to modulate cytokine production remains elusive, these results ascribe for the first 658 

time a crucial role for FHL2 in orchestration of the inflammatory response mediated by 659 

dectin-1. 660 
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II.2.4 Résultats supplémentaires 

II.2.4.1 Le pré-traitement des macrophages bovins avec des extraits 
enrichis en BG amplifie leur réponse au LPS 
 

Après l’observation des effets des BG chez la souris, nous avons cherché à savoir s’ils étaient 

présents dans une autre espèce comme les bovins. Les macrophages issus de monocytes 

sanguins bovins ont été isolés et cultivés comme décrits précédemment (cf. II.1.4.3). Le 

protocole de stimulation des cellules est similaire à celui appliqué dans l’article 2. 

Brièvement, les boMDM ont été prétraités avec 100 µg/mL des différents extraits de Sc CW 

pendant 8 h. Au terme de cette incubation, les surnageants ont été éliminés et les boMDM ont 

été stimulés avec deux concentrations de LPS ultrapure (10 et 1 µg/mL) ou incubés en 

présence de milieu (Unstim) pendant 16 h (Figure II-6A) ou pendant 8 h (Figure II-6B). La 

cytokine TNFα a été quantifiée dans les surnageants obtenus après 16 h de culture selon la 

méthode utilisée en II.1.4.3 (Figure II-6A). Parallèlement, l’expression de Csf2 a été analysée 

par qPCR sur les ADNc issus des cellules préalablement traitées pendant 8 h avec les extraits, 

puis stimulées pendant 8 h avec du LPS. Les primers utilisés sont les suivants: 

Csf2-5’-AGTTTGACTCCCAGGAACCAAC ; Csf2-3’-ATCATGGTCAAGGAGCCCATG. 
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Figure II-6 
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De manière similaire aux BMDM murins, les BoMDM prétraités avec les extraits enrichis en 

BG, BG65, BG75 et dans une moindre mesure WGPd, ont une production de TNFα 

significativement plus grande par rapport à la condition sans prétraitement, et ce quelle que 

soit la concentration de LPS utilisée pour la seconde stimulation (Figure II-6A, unpaired 

Student t-test, p<0.05). Néanmoins, il s’avère que la concentration de LPS à 1 µg/mL produit 

une réponse légèrement plus intense pour toutes les préparations de BG testées. Par ailleurs, 

lorsque les cellules sont prétraitées avec des composés bruts (Zymosan ou BG15) ou même 

avec le Curdlan, la réponse cytokinique après un second stimulus est similaire à celle mesurée 

par les cellules non prétraitées et ne montre aucune synergie. De façon intéressante, les 

données regroupées sous le nom ‘Unstim’ sont comparables à celles présentées dans la Figure 

II-3 de la section II.1.4.3, montrant les effets per se des différents extraits sur les boMDM. 

Comme nous l’avons montré précédemment pour la souris dans la Figure 4A de l’article 2, les 

boMDM prétraités avec BG65 et BG75 expriment le gène Csf2 codant le GM-CSF (FC>3.5 et 

FC>4, respectivement, par rapport à la référence sans prétraitement Mock, unpaired Student t-

test, p<0.05), alors qu’une incubation préalable avec BG15 n’induit qu’une expression de 

faible intensité de ce gène (FC=1.5 par rapport à Mock) (Figure II-6B). 
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II.2.4.2 Le profil d’expression des gènes montre que les extraits 
enrichis en BG amplifient la réponse inflammatoire induite par 
l’exposition à un ligand TLR 
 

La Figure 3 de l’article 2 présente les résultats d’une analyse transcriptomique sur des cellules 

préalablement traitées avec les différentes préparations de BG, puis stimulées par le LPS, un 

ligand de TLR4, pendant 4 h ou 8 h. Dans cette figure, les résultats obtenus au moyen de la 

puce, qui sont présentés ici en Figure II-7 ont été confirmés sur des échantillons indépendants 

par RT-qPCR à haut débit (Biomark Fluidigm): Le panel C reprend la liste des 12 gènes les 

plus différemment exprimés dans la condition avec BG75 après 8 h de prétraitement et 8 h de 

stimulation avec le LPS ; chaque condition est comparée à la condition contrôle, i.e. les 

cellules non pré-traitées. 

La Figure II-7 ci-dessous illustre les résultats obtenus avec la puce ; les données sont 

présentées dans la Table S1 de l’article 2. Les données sont exprimées en facteur de variation 

de l’expression et contiennent les 20 gènes les plus différement exprimés à la suite du 

prétraitement avec par BG75 par rapport à la référence correspondant aux cellules qui n’ont 

pas reçu de prétraitement avant la stimulation avec le LPS. 
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Ces résultats montrent que Csf2 et Fhl2 sont les 2 gènes les plus fortement activés par un 

prétraitement avec BG65 et BG75, alors qu’ils ne sont pas exprimés dans la condition avec 

BG15.  

Il faut noter que Cish, un inhibiteur de la production de cytokines dont l’expression peut être 

induite par Csf2, est également fortement induit. Ces trois gènes constituent un groupe de 

gènes qui sont spécifiquement activés en réponse au prétraitement avec les BG. 

Par ailleurs, certaines cytokines présentes dans cette figure sont exprimées en conséquence de 

l’activation de différentes voies de signalisation connues pour être activées par l’engagement 

de Dectin-1, ou de la collaboration de Dectin-1 et avec un TLR. Il s’agit notamment de l’IL-6 

via NFκB ou encore IL-23A et Cox-2 sous le contrôle des voies NFAT et MAPK.  

De façon cohérente, les profils d’expression des gènes analysés selon les deux méthodes et sur 

deux séries d’échantillons différents, mettent en évidence l’activation de gènes impliqués dans 

la réponse inflammatoire, dans la croissance et la prolifération cellulaires, et dans l’interaction 

avec leurs récepteurs de cytokines favorisant la communication cellulaire et mettant en jeu des 

voies de signalisation diverses incluant les MAPK et les voies JAK-STAT (cf. Article 2). 
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Oral administration of Saccharomyces cerevisiae 
β-glucans improves immuno-responsiveness 

against Escherichia coli systemic or local 
infection in mouse 
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II.3. Administration des BG à la souris et effets sur la 
réponse à l’infection 
II.3.1 Contexte et objectifs 
 

Comme nous l’avons vu précédemment dans la revue bibliographique, les BG sont connus 

pour leur capacité à induire une réponse protectrice en situation infectieuse notamment vis-à-

vis d’infections bactériennes ou fongiques [6,342]. Le potentiel immuno-stimulant des BG 

leur provient de leur role dans l’activation des leucocytes et notamment des neutrophiles et 

des macrophages pour la phagocytose, la bactéricie ou l’explosion respiratoire amplifiée par 

la réponse Th1 [378]. Malgré leur implication dans les processus antibactériens ou 

antifongiques, les mécanismes par lesquels les BG exercent leurs effets protecteurs demeurent 

mal connus malgré l’interêt croissant dont ils font l’objet. La signalisation de la voie Dectin-1, 

le principal récepteur des BG, est largement influencée par leur structure mais surtout par le 

degré de pureté des préparations utilisées dans les essais comme nous l’avons montré dans 

l’article 1 [422]. En effet, dans cet article, nous avons montré qu’à la différence des extraits 

bruts de paroi, les BG enrichis issus de Sc ne sont pas capables d’induire la production de 

cytokines par les macrophages in vitro ; la forte activation des BMDM suite à l’incubation 

avec les extraits bruts de paroi résulte de l’interaction des autres composants de la paroi avec 

les PRRs exprimés par les macrophages. D’autre part, la voie d’administration des BG 

pourrait également influencer la réponse immunitaire induite. Les effets systémiques des BG 

délivrés par voie intrapéritonéale ou intraveineuse (sous forme soluble) ont été décrits dans la 

littérature [423,424]. En revanche, l’efficacité biologique des BG administrés par voie orale 

reste controversée et trop peu décrite. Néanmoins, certaines études ont mis en évidence des 

effets bénéfiques tels que l’amélioration de l’activité microbicide ou de la résistance aux 

infections systémiques chez les rongeurs ayant reçu des BG par voie orale [425–427]. La 

première question repose sur le devenir des BG dans le tractus digestif après ingestion et 

l’absoprtion des BG par les cellules de la muqueuse intestinale. Une étude a montré que les 

BG sont pris en charge par les cellules M pinocytaires puis par les cellules immunitaires des 

plaques de Peyer au sein de l’iléon, les particules de BG étant ensuite acheminées vers les 

organes lymphoïdes et la moelle osseuse [241].  

La disponibilité de ces produits notamment leur absorption à travers la muqueuse intestinale 

conditionne leur potentiel immuno-modulateur et la protection ultérieure de l’hôte vis-à-vis 

des infections. 
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A titre d’exemple et afin d’explorer les conditions d’une future utilisation, l’administration 

des BG par voie orale à titre préventif contre les infections de la glande mammaire est un réel 

enjeu, compte tenu de l’importance de ces infections dans les élevages bovins laitiers et de 

leurs conséquences économiques [428]. 

L’objectif pricipal de cette étude était de déterminer les effets d’un traitement oral administré 

à titre prophylactique. Pour cela, le BG65, composé de paroi de Sc enrichi en BG, a été 

administré à des souris avant leur infection par Escherichia coli P4 ou SP15 par la voie intra-

péritonéale ou  intra-mammaire.  

II.3.2 Article 3 
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Introduction 33 

β-glucans (BG) are known for their ability to trigger protective immune responses in a variety 34 

of challenges including fungal and bacterial infections [1,2]. They belong to a heterogeneous 35 

group of polysaccharides that consists of a backbone of β(1,3)-linked β-D-glucopyranosyl 36 

units with or without β(1,6)-linked side chains of varying length and distribution [3]. BG are 37 

the major structural components of fungal cell walls including yeast, but also of some 38 

bacteria, plants and algae, as reviewed by Volman [4]. According to the source, BG exhibit 39 

differences in the type of linkage and branching that can influence their biological activities 40 

[5,6]. As well, solubility, molecular mass, tertiary structure and degree of branching can vary 41 

among BG allowing alteration of their immune modulating effects. The manufacturing 42 

process and the isolation method also impact the structure of BG, explaining why BG from 43 

the same source trigger opposite cellular response and even more when the purity levels are 44 

not determined (reviewed in [7]). 45 

The immuno-modulating potential of BG has been attributed to their ability to prime and 46 

activate leucocytes. Neutrophils and macrophages in particular are thought to be crucial in 47 

host defense to fungi and bacteria via phagocytosis, killing of invading organism and 48 

respiratory burst through the induction of Th1-like immune response [8]. Despite the 49 

importance of both BG, as immune enhancers and, leucocytes as immune response 50 

orchestrators, the mechanism by which the cells recognize the BG and are able to trigger 51 

protective effects on host during infections improved recently [9]. Indeed, it was previously 52 

reported that particulate BG may exert their biological effects through Dectin-1, their main 53 

leucocyte receptor expressed by macrophages, monocytes, dendritic cells, neutrophils and a 54 

subset of T cells but not by NK cells [10,11]. Dectin-1 signaling induced numerous cellular 55 

responses in dendritic cells and macrophages [12–18]. While Dectin-1 is the dominant 56 
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phagocytic receptor of BG in macrophages [10],  this function seems to be assumed by CR3 57 

on neutrophils [19]. 58 

However, considering the limited purity and the poor characterization of BG used in most 59 

studies, the ability of BG to directly trigger cytokine synthesis in macrophages is questioned. 60 

In a previous study, we showed that BG-enriched extract of Saccharomyces cerevisiae (Sc) 61 

cell wall (CW) was not able to induce cytokine production by bone marrow-derived 62 

macrophages (BMDM) compared to crude extract of the same strain or zymosan, another 63 

well-known crude yeast compound [20]. In addition, the strong activation of BMDM by crude 64 

compounds was not related to their BG content but resulted from interaction of the other cell 65 

wall components with PRRs expressed by leucocytes including TLRs. Indeed, the 66 

collaboration between Dectin-1 and TLRs was extensively described in the literature [21,22]. 67 

Another interesting fact is whether the route of administration influences the immune-68 

modulatory properties of BG. Whereas systemic effects of BG (i.v. or i.p.) are well 69 

documented [23,24], efficiency of orally administrated BG is still controversial or poorly 70 

reported [25]. Indeed, some studies described improved microbicidal activities and resistance 71 

to systemic infections in rodents following BG oral supplementation [25–27]. Meanwhile, it 72 

was recently established that uptake of BG particles was mediated by pinocytic microfold 73 

(M)-cells and then by immune cells of Peyer’s patches located in the intestine [4,28].  74 

Orally delivered Sc BG could be promising candidates to mediate protective response in 75 

bacterial infections. As a model, mice were orally administrated with particulate β-glucans 76 

derived from Saccharomyces cerevisiae to determine their effects on the outcome of systemic 77 

(intraperitoneal challenge) or local infections such as intra-mammary infections that 78 

recursively affect lactating animals and cause major economic losses in dairy cattle [29]. 79 

Using two Escherichia coli strains, we evidenced that BG-enriched oral treatment lowered the 80 

strong inflammatory response induced by these bacteria, protected from organ injury and 81 
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controlled the locally administrated bacterial dissemination in murine model of E. coli 82 

mastitis or peritonitis. Taken together, our results underlined the potential role of BG as 83 

immune-modulators in mammary gland infections. 84 

 85 

Materials and Methods 86 

Reagents 87 

RPMI 1640 GlutaMAX™, DMEM GlutaMAX™, PBS, Non-Essential Amino Acids 88 

(NEAA), sodium pyruvate and antibiotics for cell culture such as Penicillin-Streptomycin 89 

(Pen-Strep™) and Gentamicin™ were purchased from GIBCO (Life Technologies). Fetal 90 

Bovine Serum (FBS) was provided by Eurobio, France. UltraPure lipopolysaccharide (LPS) 91 

from E. coli O111:B4 was purchased from InvivoGen (France). For mammary cells isolation, 92 

collagenase type IV was purchased from Worthington and Percoll from Sigma. 93 

Ethics statement 94 

All intraperitoneal animal experiments were performed the National Veterinary College 95 

(Toulouse, France) and in accordance with Federation of European Laboratory Animal 96 

Science Association guidelines (FELASA). These experiments were performed by FELASA 97 

accredited investigators (n° 311155580). Mice were housed in an accredited research animal 98 

facility of the National Veterinary College (Toulouse, France) that is fully staffed with trained 99 

husbandry, technical, and veterinary personnel. Every effort was made to minimize animal 100 

suffering and distress.  101 

Intra-mammary experiments were performed at the Ghent University and were carried out in 102 

strict accordance with the recommendations in the Guide for the Care and Use of Laboratory 103 

Animals of the National Institutes of Health. The protocol was approved by the Committee on 104 
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the Ethics of Animal Experiments of the Ghent University. All efforts were made to minimize 105 

animal pain and distress. 106 

Preparation and administration of β-glucans 107 

BG compounds of interest were extracted from the same strain of Saccharomyces cerevisiae 108 

(Sc) owned by Phileo-Lesaffre Animal Care. As previously published [20], β-glucans were 109 

purified from Saccharomyces cerevisiae cell wall by hot alkaline extraction (4% NaOH, 110 

90°C, 2 h) to remove mannoproteins and lipids and was then lyophilized (94% dry matter). 111 

Beta-glucan (1,3)(1,6) purity (65%) named BG65 was determined using the enzymatic yeast 112 

beta-glucan kit (K-EBHLG, Megazyme, Ireland) and the total amount of glucose released was 113 

measured by HPLC (see Table 1 for the full composition analysis). 114 

Table 1: Main composition of the Saccharomyces cerevisiae cell wall compound BG65 115 

 Yeast Cell Wall Preparation 
Constituents  BG65  
Dry matter (%)  95.8  
Beta-glucans (%)  67.1  
Glycogen (%)  13.0  
Mannans (%)  3.7  
Total glucans (%)  69.1  
Proteins (%)  3.4  
 116 

 This BG preparation was suspended in sterile D-PBS and delivered orally using rigid dosing 117 

cannula at 3 mg/mouse/day, every day for 14 days. Food and water were left ad libitum for 118 

the duration of the experiments. The sham-dosed group of mice received a same volume (200 119 

µL) of sterile D-PBS with a similar time schedule. After this force-feeding period, mice were 120 

infected as described above either intraperitoneally or intramammarily.  121 
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Bacterial strains culture and inoculum preparation 122 

Escherichia coli strain SP15 is an extra-intestinal pathogenic E. coli strain (ExPEC) of 123 

serotype O18:K1:H7 isolated from neonatal meningitis. E. coli P4 strain (O32:H37) was 124 

isolated from a clinical mastitis in cow and is now considered as a reference strain [30]. Both 125 

strains were cultured overnight at 37°C with rotary shaking (200 rpm) in LB medium. Sub-126 

cultures were initiated by diluting 1/100 overnight culture in LB and further grown for 3 127 

hours. Optical density was measured at 600 nm and concentration adjusted at 1x108 128 

bacteria/mL. Colony forming units (CFU) numbers were determined by plating serial 129 

dilutions on LB agar. 130 

For intramammary inoculation, E. coli P4* strain (O32:H37) expressing mCherry was used. 131 

One day prior to the inoculation, bacteria were grown 5 h at 37°C in Brain Heart Infusion 132 

(BHI) medium under agitation. A 1/100 dilution of the preculture was further grown in BHI 133 

overnight at 37°C. After centrifugation and two washing steps, bacteria were resuspended and 134 

diluted in sterile PBS, and then adjusted to 1x104 CFU/mL using a standard curve plotting 135 

CFUs as a function of absorbance at 600 nm. The number of CFUs actually injected was 136 

confirmed by plating the inoculum onto an agar plate and counting the CFUs after overnight 137 

incubation. 138 

Mouse strains and infection model 139 

For intraperitoneal experiments, wild type C57BL/6J, specific pathogen free (SPF status), 8- 140 

to 12-week-old female mice were purchased from Janvier Labs (St Berthevin, France). 141 

For intra-mammary experiments, female albino NFκB luc mice were kindly provided by Pr. 142 

Evelyne Meyer (Department of Biochemistry, Faculty of Veterinary Medecine, University of 143 

Ghent, Belgium). Genetically, these mice are heterozygous for the NFκB luc transgene in a 144 

Tyr-/- C57Bl/6 background and thus easier to visualize for in vivo imaging purposes than 145 

Tyr+/+ animals. These mice were compared with wild type (WT) C57BL/6 mice also 146 
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provided by Evelyne Meyer. All mice were conventionally housed with water and food ad 147 

libitum, and maintained with light/dark cycles of 12 hours per day. Pathogen-free conditions 148 

were routinely insured by screening sentinels. Surgery was performed under isoflurane 149 

anesthesia 1.5L/min O2 combined with ketamine and xylazine containing cocktail that was 150 

intraperitoneally administrated prior to anesthesia 151 

Intraperitoneal infections 152 

1x105 CFUs diluted in sterile D-PBS were intraperitoneally-injected per mouse. Mice were 153 

sacrificed at 0, 4, 8, 12 and 24 h after challenge and peritoneal washes were performed with 5 154 

mL of sterile D-PBS containing 2mM EDTA and 5% heat inactivated fetal calf serum (FCS). 155 

Peritoneal exudates were then centrifuged (300g, 4°C), peritoneal cell pellet was processed 156 

for flow cytometry analysis and supernatant stored at -20°C for cytokine quantification. Liver 157 

and spleen were collected and for each organ a piece of tissue was fixed in 10% formalin 158 

solution for further histological examination and a piece was mechanically dissociated 159 

(ribolysis) for CFU determination by serial diluting tissue homogenates and plating on 160 

MacConkey agar. 161 

Intra-mammary infections (IMI) 162 

Eight week old WT or transgenic mice were coupled to 10-week old male. Following 163 

parturition, the pups were weaned after 10 days to enhance mammary gland (MG) 164 

development. One hour after weaning, mice were intramammarily injected with 100 µL of 165 

BG65 (1 mg/mL) or PBS in fourth gland pair (R4 and L4) under inhalational anesthesia. 166 

Briefly, the teats and its surrounding area were disinfected with sterile compress soaked in 167 

chlorexhidine solution. While maintaining lightly the teat with pliers near the apex, the 32-168 

gauge blunt needle mounted on a syringe was gently inserted through the canal and the 169 

corresponding volume was slowly delivered. For single IMI, the procedure of injection ended 170 

at this stage. For double IMI, a second challenge with 100 µL of bacteria inoculum occurred 4 171 
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h after in R4 and L4. In the case of a single IMI following the oral treatment, the mice were 172 

directly challenged with inoculum or PBS. Twenty-four hours after BG IMI, or twenty hours 173 

after bacterial challenge, mice were sacrificed by cervical dislocation and the inoculated 174 

glands were isolated and plated for ex vivo imaging before mammary gland digest.  175 

Histological examination and in vivo/ex vivo biomaging 176 

For histological examination, fixed tissues (fixed in formalin for 24 h then embedded in 177 

paraffin) were subjected to standard hematoxylin and eosin staining. 178 

Imaging of luciferase activity and neutrophil influx in intramammary injected mice was 179 

performed with the IVIS lumina II (Caliper). To visualize the NFκB signal, a suspension of 180 

D-luciferin (2 mg/100µL) dissolved in PBS was injected in the abdomen (right and left) of 181 

transgenic mice previously anesthetized by isoflurane. In vivo NFκB imaging was performed 182 

10 minutes after injection of luciferin. The transgenic mice were measured before (-2 h) and 183 

kinetically after IMI (at 6 h, 8 h and 24 h) for N=3 mice to establish the optimal time point of 184 

NFκB activity measurement and for all remaining experiments at 8 h post-IMI. The injected 185 

luciferin is oxidized with ATP by the transferase produced in case of NFκB activation, which 186 

leads to a bioluminescent light signal. The intensity of the bioluminescent signal provided by 187 

the living image software 3.2 is correlated with the level of NFκB activity.  188 

For the neutrophil influx determination, a solution of luminol was injected in the fifth gland 189 

(R5 and L5) of both transgenic and WT mice under isoflurane-anesthesia. After 2 min of 190 

incubation, in vivo neutrophils influx was imaged. The bioluminescent light signal given by 191 

the software was relevant of the bactericidal activity of neutrophils in mammary glands. At 24 192 

h post BG-IMI, mice were sacrificed and glands harvested to visualize ex vivo through 193 

imaging. All the imaging data are provided as average radiance expressed in 194 

photons/second/cm²/sr that represents the photon emission from the tissue surface. 195 

Isolation of mammary leucocytes 196 
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Right after the imaging, lymph nodes were carefully removed from the MG (L4 and R4) that 197 

were immediately placed into cold PBS. MGs were weighed and homogenized using 198 

McIlwain chopper. MG homogenates were resuspended in 0.1% collagenase type IV freshly 199 

diluted in RPMI and then incubated for 30 min at 37°C under agitation. The resultant 200 

suspension was pelleted, resuspended in 40% Percoll, layered on 80% Percoll and finally 201 

centrifuged at 1000 g for 30 min at 15°C. The gradient interface constituted by MG 202 

leucocytes was carefully collected and washed in 5% FCS supplemented-PBS. MG leucocytes 203 

were then resuspended in cold 0.2 µm filtered-FACS Buffer containing PBS, 1% bovine 204 

serum albumin (BSA), 2.5 mM EDTA and 0.01% sodium azide. Number of isolated 205 

leucocytes and dead cells were determined using flow cytometry. For further analysis, 2x105 206 

cells per MG were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) solution in PBS for 10 min. After 207 

PBS washing steps, MG leucocytes were stored in PBS at 4°C until analysis. 208 

Flow cytometry 209 

Proportion of neutrophils in bone marrow along the infection was characterized using flow 210 

cytometry. A Three color combination: Ly6G-FITC (1A8, Biolegend), Ly6C-PE (HK1.4, 211 

Biolegend) and F4/80-APC (CI:A3-1; AbD serotec) were used to identify neutrophils, 212 

resident macrophages and inflammatory monocytes. Before staining, cells were incubated 213 

with FcBlock reagent (anti-CD16/CD32, Biolegend, Ozyme-France) to block FcγRII/III 214 

receptors. At analysis, doublets and dead cells, labeled with 7-AAD (Biolegend, Ozyme-215 

France), were excluded. All samples were acquired using a MACS Analyzer (Miltenyi Biotec, 216 

Germany) flow cytometer and analyzed with FlowJo software (TreeStar, USA). 217 

Mammary cells that were previously fixed in 4% paraformaldehyde were also pre-incubated 218 

with FcBlock (2.4G2, Miltenyi Biotec) according to the manufacturer’s recommendations. 219 

Then they were labelled with the following fluorochrome conjugated mAbs: anti-CD45-220 

PECy7 (I3/2.3; Southern Biotech) or its isotype control IgG2b; Anti-Ly6G-FITC (1A8, 221 
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Miltenyi Biotec) or its isotype control IgG2a and anti-F4/80-APC (CI:A3-1; AbD serotec) to 222 

identify leucocytes, neutrophils and macrophages, respectively. At analysis, doublets, red 223 

blood cells and lymphocytes were excluded based on CD45 staining. All samples were 224 

acquired using a CytoFLEX (Beckman Coulter, USA) flow cytometer and analyzed with 225 

CytExpert software (Beckman Coulter, USA). 226 

TNFα quantification 227 

The concentrations of TNFα in peritoneal exudates were determined by ELISA as 228 

recommended by manufacturer (Biolegend, Ozyme, France). 229 

Statistical analysis 230 

All experiments were repeated on independent individuals and data are expressed as the 231 

mean ± SEM of the values from all of them. For intraperitoneal infections, statistical 232 

significance was assessed using a two-tailed unpaired Student’s t-test with a threshold set at p 233 

< 0.05. Mean values shown with different letters on plots are significantly different. 234 

For intramammary experiments, graphing and statistical analyses were done using GraphPad 235 

Prism 5 (San Diego, CA, USA). P-values of normal distributed data were calculated by one-236 

way ANOVA testing. Mean values were then compared by Newman-Keuls Multiple post hoc 237 

comparison with a threshold set at p < 0.05. If necessary, normalization occurred through 238 

log10 transformation. When only 2 groups were compared, median values were compared 239 

with non-parametric statistics (unpaired two-tailed t-test).  240 
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Results and discussion 241 

Oral BG treatment dampens tissue damage and bacterial 242 

development in mice upon E. coli peritoneal challenge 243 

We first focused our interest on the ability of E.coli to colonize the tissues in mice that were 244 

orally administrated by BG65 or PBS. CFU counting was performed in organs that are oftenly 245 

the target of bacterial dissemination and multiplication, the liver and the spleen, at 4, 8, 12 246 

and 24 h post-infection. When comparing bacterial growth in liver and spleen of BG65- and 247 

PBS- orally treated mice, a significantly higher number of CFU was counted for each selected 248 

time points for PBS treatment except at 4 h p.i. (Figures 1A and 1B). This means that BG65 249 

oral treatment can prepare immune cells for improvement of the response, and trigger an 250 

antibacterial response after 4 to 8 h post-infection. In line with this hypothesis, BG65-251 

treatment induced a relevant and grading drop of the bacterial expansion in the spleen and the 252 

liver resulting in low amounts of bacterial charge after 24 h of infection. However, in the PBS 253 

condition, while we observed a reduction of CFU counting at 12 h p.i., the bacterial charge 254 

was significantly higher at 24 h p.i. in the liver and spleen, indicating the unrestricting growth 255 

in mice that received PBS orally unlike BG65. Furthermore, there were more mice free from 256 

E. coli in the BG65 group from 8 h p.i. until the end of the experiment as compared to the 257 

PBS group (Figures S1A and S1B). Indeed, in this latter group, none of the mice was free of 258 

E.coli at 4, 8, and 12 h p.i., and only a few individual mice eliminated the infection in the 259 

spleen (1 out of 9) and in the liver (2 out of  9) at 24 h p.i. These data confirmed that BG65 260 

facilitates an efficient antibacterial response in mice orally treated. In contrast, PBS-treated 261 

mice seemed not to be able to control bacterial burden although the initiation of a strong 262 

inflammatory response, more prejudicial for organs. Suzuki et al further reported that oral 263 

administration of BG was associated with phagocytic activity and respiratory burst as well as 264 



 

 

FIGURE 1. Oral BG-enriched treatment dampens tissue damaging and bacterial expansion in mice upon E. coli 

SP15 strain peritoneal challenge. 

(A-B) At 4 h (N=5/group), 8 h (N=8/group), 12 h (N=10/group) and 24 h (N=9/group) post-i.p. infection with E. 

coli SP15 strain, liver and spleen were harvested from PBS- or BG65-orally treated mice and evaluated for 

bacterial growth. Data are expressed as mean ± SEM (p<0.05 *, p<0.01 **, Student’s t-test).  

(C-D) Representative section of formalin-fixed and paraffin-embedded liver (C) and spleen (D) from PBS- or 

BG65- orally treated mice following 24 h of intraperitoneal inoculation of 1.105 CFU/mouse of SP15 strain of 

E.coli. Pictures illustrates large necrotic area with a few neutrophils (blue nuclei) in perivascular zone of the liver 

(Zoom of C) or with a number of PMN in the spleen (Zoom of D) in PBS-treated mice whereas BG65-treated 

liver and spleen are exempted of necrotic damages but still infiltrated of PMN granuloma in portal space (blue, 

zoom C) and with visible clear centers in the spleen white bulb (blue arrow, zoom D). See details in Table 2. 



 

 

FIGURE S1. Oral BG-enriched treatment reduces inflammation and favors the bacterial clearance in mice 

following bacterial peritoneal infection. 

(A-B) Representative section of formalin-fixed and paraffin-embedded intestine (A) and omentum (B) from 

PBS- or BG65- orally treated mice following 24 h of intraperitoneal inoculation of 1.105 CFU/mouse of SP15 

strain of E.coli. Pictures illustrates the more intense recruitment of neutrophils (blue nuclei) into the omentum in 

PBS-treated mice compared to the BG65-treated mice (B), but no differences of intestine morphology between 

both of the conditions (A). (C-D) At 4 h (N=5/group), 8 h (N=8/group), 12 h (N=10/group) and 24 h 

(N=9/group) post-i.p. infection with E. coli SP15 strain, liver and spleen were harvested from PBS- or BG65-

orally treated mice and evaluated for the bacterial growth. Data are expressed as the number of animal presenting 

live bacteria in their liver or their spleen. 
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IL-1 production in murine peritoneal macrophages [26]. Similarly, higher phagocytic and 265 

oxidative activities were described in monocytes and neutrophils in rats following yeast BG 266 

delivery [27]. 267 

Because BG65 was shown to improve responsiveness of peritoneal macrophages in vitro (data 268 

to be published), we sought to evaluate the effects of BG65oral administration on organ 269 

injuries induced by an intra-peritoneal challenge with a pathogenic strain of E. coli in mice. 270 

After 14 days of daily intake, mice were infected and then necropsied at 24 h post-infection to 271 

analyze histology of the liver, spleen and omentum. As shown in the figure 1C, the liver of 272 

mice orally treated with PBS was characterized by vast necrotic areas that presented two 273 

kinds of damages. Necrotic ischemic-like areas in perivascular space contained a few 274 

neutrophils, hepatic necrotic cells have small and dark blue nuclei and eosinophilic cytoplasm 275 

(Zoom A, left). Livers from PBS -treated mice had rich neutrophil necrotic areas, mainly in 276 

cortical sinus. In contrast, livers from mice orally delivered with BG65 were totally devoid of 277 

necrosis but portal areas were infiltrated with numbers of neutrophils (blue) grouped in some 278 

granuloma (Zoom A, right). Similarly to the liver, the spleen of mice that received PBS oral ly 279 

exhibit extended areas of infectious necrosis that contained numbers of neutrophils (Zoom B, 280 

left) that were freshly recruited or resulted from extramedullary granulopoïesis (Figure 1D). 281 

In addition, no clear centers in the white pulp were clearly visible reflecting the low activation 282 

of T lymphocytes and proliferation in the spleen of PBS-treated mice (Figure 1D, left). 283 

However, BG65 oral treatment combined with E. coli challenge did not induce splenic 284 

necrosis but activate lymphocyte proliferation as indicated by the frequency of clear germinal 285 

centers (blue arrow) in the lymphoid follicles (Figure 1D, right). No alteration of the intestine 286 

mucous membrane was identified in both experimental groups (Figure S1C).  287 

Tissue damaging of the liver and spleen was classified according to several parameters 288 

including the necrosis extent, the presence of granuloma and the levels of neutrophil 289 
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infiltration. Each parameter was evaluated according to a notation ruled as absence (-), 290 

moderated (+), marked (++) or severe (+++), and the number of mice presenting the 291 

histological characteristics at this degree was reported in Table 2.  PBS treated-mice were 292 

mainly and markedly affected by hepatic and splenic necrosis as compared to their 293 

counterparts fed with BG65 which were unaffected (Table 2). Similarly, liver and spleen 294 

tissues in most PBS-treated mice were severely infiltrated with neutrophils whereas BG65 295 

treated mice had only low or moderated neutrophil influx in both of these organs. However, 296 

granulomas were more frequently formed in the liver of these mice. 297 

We also analyze the histological features of the omentum, a peritoneal structure deriving from 298 

the curvature of the stomach and the spleen, containing multiple immune cell aggregates 299 

called milky spots. This highly vascularized parenchyma of fatty tissue has recently been 300 

identified relevant in the control of septic peritonitis and the protection of digestive viscera 301 

[31]. Omentum from BG65-treated mice seemed to be less infiltrated by neutrophils 302 

compared to PBS-delivered mice (Figure S1D). Furthermore, in PBS condition, milky spots 303 

were more extended and signs of tissue disorganization characterized by the partial loss of 304 

alveolar structure were apparent (Figure S1D, left). 305 

Our results showed that tissue damages linked to the inflammation in liver, spleen and also in 306 

the omentum following E.coli challenge were more marked and more frequent in mice that 307 

received PBS orally as compared to mice orally administrated with BG65. This suggests that 308 

BG65 could have protective effects against over inflammation occurring after bacterial 309 

infection. This is in line with the observations of Sandvik et al who reported reduced hepatic 310 

and liver injuries in rats following oral administration of soluble Sc BG and systemic LPS 311 

challenge [32].  312 
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Furthermore, BG increased resistance to infections and improved survival rate in mice 313 

systemically challenged with other pathogens including Staphylococcus aureus or Candida 314 

albicans were previously reported [25]. 315 

Oral BG-enriched treatment regulates the inflammatory response 316 

triggered by an intraperitoneal bacterial challenge. 317 

Using the same model of peritonitis in mice that received BG65 or PBS, we assessed the 318 

intensity of the inflammatory response triggered by the intraperitoneal injection of E.coli 319 

SP15. The infecting bacteria triggered an inflammatory response characterized by intense 320 

leucocyte recruitment into the peritoneal cavity. At 4, 8, 12 and 24 h p.i., the recruited 321 

neutrophils and monocytes were analyzed by flow cytometry (Figures 2A and 2B). While 322 

non-significant differences of the neutrophil numbers were identified at 4, 8 and 12 h p.i. in 323 

both groups, the recruitment of neutrophils were suddenly doubled at 24 h p.i. in PBS-treated 324 

mice linked to the recrudescence of the infection (Figure 2A). In contrast, in the BG65 orally 325 

treated, the influx of neutrophils was leveled off at 24 h p.i.. Throughout the infection, a slight 326 

increase of neutrophil number occurred at 8 h p.i. in BG65-treated mice and then tended to 327 

decrease, whereas it remained stable until 12 h p.i. in the PBS group before rising 328 

dramatically at 24 h p.i..  329 

The number of recruited monocytes was significantly higher and earlier in the BG65 group 330 

than in the PBS at each point of the time course (Figure 2B). Furthermore, the recruitment of 331 

inflammatory monocytes was quickly heightened at 8 h p.i. in BG65-treated mice and was 332 

maintained at 12 h and 24 h p.i.. Instead, in the PBS group, the number of inflammatory 333 

monocytes was slightly increased at 8 h p.i. but started later at 24 h p.i.. The evolution of the 334 

resident macrophages was also analyzed (Figure S2). As in a classical inflammatory response, 335 

the number of resident macrophages gradually dropped in both BG65- and PBS- treated mice 336 

until their disappearance at 24 h p.i. 337 



 

 

FIGURE 2. Oral BG-enriched treatment lowers the intensity of inflammatory response triggered by an 

intraperitoneal bacterial challenge. 

C57Bl/6 mice were orally daily delivered with PBS or BG65 (3 mg/mouse) for 14 days orally and then 

submitted to intraperitoneal inoculation of 1.105 CFU/mouse of SP15 strain of E. coli. After 4 h (N=5/group), 8 h 

(N=8/group), 12 h (N=10/group) and 24 h (N=9/group) of incubation, peritoneal cells (A-B) or bone marrow 

cells (D) were collected and the number (A) or the proportion (D) of neutrophils and inflammatory Ly6Chigh 

monocytes (B) were assessed by flow cytometry as described in Material and Methods section. Supernatants of 

peritoneal exudates were further assessed for TNFα quantification using ELISA (C). Data are presented as the 

mean ± SEM of individual mice measurements and are representative of two independent experiments (p<0.05 

*, p<0.01 **, p<0.001 ***, Student’s t-test). 



 

 

FIGURE S2. Intraperitoneal bacterial challenge induces the decrease and loss of F4/80high resident macrophages 

number whatever the BG65- or PBS- oral treatment. 

C57Bl/6 mice were orally daily delivered with PBS or BG65 (3 mg/mouse) for 14 days orally and then 

submitted to intraperitoneal inoculation of 1.105 CFU/mouse of SP15 strain of E. coli. After 4 h (N=5/group), 8 h 

(N=8/group), 12 h (N=10/group) and 24 h (N=9/group) of incubation, peritoneal cells were collected and the 

number of resident macrophages was assessed by flow cytometry as described in Material and Methods section. 

Data are presented as the mean ± SEM of individual mice measurements and are representative of two 

independent experiments (p<0.05 *, p<0.01 **, p<0.001 ***, Student’s t-test). 
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These data evidenced the alterations of the inflammatory response in BG65-treated mice 338 

consequently to a bacterial infection. BG65 induced a moderated recruitment of neutrophils 339 

and an early and strong monocytes influx as compared to PBS-treated mice, which 340 

contributed to the local elimination of the bacterial burden and to the regulation of neutrophil 341 

recruitment. 342 

We further characterized the production of pro-inflammatory TNFα in supernatants of 343 

peritoneal exudates. In line with the previous results, in comparison with BG65-treated mice 344 

group, there was a high production of TNFα from 8 h p.i. until 24 h p.i. in PBS-treated mice 345 

(from 250 pg/mL at 4 h p.i. to 700 pg/mL at 24 h p.i.) (Figure 2C). In contrast, the amounts of 346 

TNFα, which were similar at 4 h p.i. in both groups, decreased from 8 h p.i. peritoneal 347 

exudates from BG65-treated mice and became barely detectable at 24 h p.i. These results 348 

confirm the intensity of the inflammatory response triggered by E.coli intraperitoneal 349 

challenge, that was regulated in BG65-treated mice.  350 

The severity of peritonitis including the intense neutrophil recruitment in the peritoneal cavity 351 

occurring in the PBS group was also evidenced in the bone marrow (BM) due to the 352 

neutrophil export to the blood. Indeed, neutrophils result from differentiation of granulocytes 353 

progenitors in the BM, and are quickly mobilized during infectious processes. We 354 

investigated the neutrophil composition of the bone marrow at several time points in the same 355 

experiment. As expected, the frequency of neutrophils in BM was significantly different 356 

between BG65- and PBS-treated mice (Figure 2D). Indeed, at 4 h and 12 h p.i., there were 357 

consistently less neutrophils in the BM of BG65-mice as compared to the PBS mice (p<0.05), 358 

and this difference was even more accentuated a 24 h p.i. As a result, BM of PBS-treated 359 

mice was severely depleted in neutrophils (only 10% of the BM cells), corresponding to their 360 

high number in the peritoneal cavity at 24 h p.i. (Figures 2A and 2D). In contrast, BG65 BM 361 

was constituted by 30% of neutrophils which is consistent with their moderated recruitment in 362 
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the peritoneal cavity after E. coli challenge. Although not significant, the difference is the 363 

opposite in BM at 8 h p.i. which follows the trend observed in peritoneum. Interestingly, the 364 

frequency of neutrophils in BM was decreasing from the beginning of the infection to 8 h p.i. 365 

and then increased again at 12 h p.i. to reach the initial levels in the BG65 group. This 366 

suggests that granulopoïesis could be influenced by the BG65 oral treatment (Figure 2D). 367 

Taken together, the data resulted from oral BG65 or PBS administration followed by i.p. 368 

challenge with E. coli showed that BG65 treatment protects mice from sepsis by limiting the 369 

bacterial expansion as well as lowering the tissue damaging, through the regulation of the 370 

inflammatory response. 371 

Primary injection of BG-enriched extract in the mammary gland 372 

increased NFκB activity upon a secondary E coli challenge 373 

The second part of this study was devoted to another experimental model of local infection 374 

with E.coli P4, after local injection or oral treatment with BG65. Using NFκB reporter mice 375 

and a previously described model of murine mastitis [33], we were able to monitor the NFκB 376 

activity in the MG, based on a non-invasive real time imaging of the transcription factor 377 

activation. We first evaluated NFκB activation associated with BG65 infusion in the lumen of 378 

the mammary gland (MG) of lactating mice. After infusion of BG65 (100 µg/gland) in MG 379 

(third and fourth pair), we did not observe any significant NFκB signal as compared to the 380 

control PBS, at 6-24 h post-IMI (Figure 3A). LPS (100 ng/mL) was used as a positive control 381 

and induced a growing and significant increase of NFκB activity, that was maximal at 6 h 382 

post-IMI.  383 

Although BG65 did not induce significant NFκB activity per se, we investigated the priming 384 

effects of this BG on mammary tissue towards an infectious challenge. 385 

Using the reporter mice, NFκB activity was monitored upon intra-mammary injection of 386 

1x103 CFU of mCherry-labeled E.coli P4 and a primary injection of BG65 (or PBS). As 387 



 

 

FIGURE 3. IMI of BG65 does not induce mammary NFκB activity per se but primes its activation upon E coli 

challenge. 

(A) NFκB transgenic mice were intramammarily injected with BG65 (100 µg/gland), ultrapure LPS (100 ng/mL) 

or PBS in third or fourth gland pair. In vivo imaging of local NFκB in mammary glands (ventral view) was 

assessed at 6 h, 9 h and 24 h post-IMI. The data are representative of 3 individual mice. (B) As in (A), NFκB 

transgenic mice were firstly intramammarily injected with 100 µg of BG65 (N=2) or PBS (N=4). After 8 h of 

incubation, 1.103 CFU of E. coli P4* strain expressing mCherry was inoculated in MG for another 4 h. Local 

NFκB activity in MG was then measured in vivo. The panel on the left shows data as mean ± SEM. The panel on 

the right illustrates a representative photograph of mice that received the double IMI: BG65 and E. coli (center) 

or PBS and E. coli (right and left). (A-B) Data represent the average radiance (photons/second/cm²/sr) as a 

quantitative measure of the bioluminescent signal correlating with the NFκB activity (unpaired two-tailed t-test, 

p<0.05 *, p<0.01 **, GraphPad). 
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shown in the figure 3B, the IM injection of BG65 resulted in a significantly higher 388 

luminescence signal corresponding to a higher NFκB activation in the MG (p<0.01, N=2 for 389 

BG50 and N= 4 for PBS) as compared to the PBS -pretreated glands. This suggests that BG65 390 

was able to increase the immune responsiveness as indicated by an increase of NFκB towards 391 

an IM E coli P4 infection.  392 

Injection of BG in the mammary gland dampens the 393 

inflammatory response induced by E. coli  394 

Since leucocyte recruitment to the MG, especially neutrophils, is determinant in the control of 395 

bacterial numbers, we sought to analyze the influence of BG65 treatment on the recruitment 396 

of neutrophils.  After 8 h pretreatment with BG65, we inoculated mCherry-labeled E.coli P4 397 

and analyzed the response after 20 h. To this end, two different approaches were used in WT 398 

C57Bl/6 mice. We first measured the bioluminescent signal by in vivo imaging after local 399 

injection of luminol. We further excised the mammary gland and isolated the tissue 400 

leucocytes before analysis by flow cytometry. Using in vivo imaging, we showed that 401 

neutrophil influx is significantly increased in E. coli P4-inoculated mice as compared to the 402 

controls (primary injected with BG65 or PBS) (Figure 4A). Nevertheless, no statistical 403 

difference was observed between PBS- or BG65-IMI mice. However, using flow cytometry, 404 

we evidenced that BG65 treatment was associated with a consistently lower CD45+Ly6G+ 405 

neutrophil recruitment, as compared to PBS-pretreatment (p<0.05, N=12 mice/group) (Figure 406 

4B, left). It was worth to note that the neutrophil influx remained  low whether BG65 or PBS 407 

was injected in the mice, confirming results obtained in Figure 4A. Furthermore, the 408 

proportion of CD45+F4/80+ macrophages recruited was more prominent in the MG of mice 409 

treated with PBS upon E. coli IMI as compared to the BG65 pretreated MG (Figure 4B, right). 410 

Similarly, their recruitment remained low in both groups (BG65 plus E.coli or PBS plus 411 

PBS). Thus, these results seemed to indicate that BG65 treatment prior to bacterial infection 412 



 

 

FIGURE 4. Intramammary Sc BG-enriched extract injection triggers a lower inflammatory response upon E. 

coli local infection and exhibits lower bacterial charge. 

(A-C) C57Bl/6 mice were intramammarily injected with BG65 (100 µg/gland) or PBS in fourth gland pair. After 

4 h of incubation, 1.103 CFU of E. coli P4* strain expressing mCherry or PBS was injected in MG for another 20 

h. (A) Ex vivo imaging of local neutrophil recruitment in the excised mammary glands was assessed at 20 h post-

IMI using luminol. Data represent the average radiance that correlates with the intensity of neutrophils influx in 

mammary glands (BG65plus E. coli or PBS plus E. coli, N=12; BG65plus PBS, N=4; PBS plus PBS, N=2).  

(B) Leucocytes recruitment was also evaluated at 20 h post-IMI in digested MG. After sacrifice of mice, 

mammary glands were collected and digested in collagenase type IV. Mammary cells obtained from each group 

were individually analyzed by flow cytometry using phenotypical markers to identify neutrophils (CD45+Ly6G+, 



left) and macrophages (CD45+F4/80+, right), as described in the material and methods section. Data are 

expressed as percentages of single mammary cells (log10 transformed) and each point represents individual 

gland. Subsets not sharing the same letter are significantly different according to the one-way ANOVA test 

combined to a Newman-Keuls Multiple post hoc comparison (p < 0.05, GraphPad). 

(C) Representative photographical view of excised MG post-IMI with BG65 and mCherry E.coli (top), PBS and 

mCherry E.coli (middle), or BG65 and PBS (bottom). Ex vivo imaging of local milk abundance (left) and 

bacterial charge (center) were assessed at 20h post-IMI by measuring the fluorescence signal correlating with the 

abundance of milk (green) or the bacterial charge (red). The right panel shows the overlay of both of the signals. 
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regulates the inflammatory response upon E. coli mastitis including recruitment of leucocytes. 413 

These data were also consistent with those obtained with the model of E.coli SP15 peritonitis.  414 

As we used a strain of mCherry expressing E.coli P4, the intensity of fluorescence signal was 415 

assessed by ex vivo bioimaging. Since milk secretion can be evaluated in the green channel, 416 

we quantified its relative abundance amongst the gland, in relation to the intensity of the 417 

inflammatory response. As presented by the figure 4C, BG65 pretreatment (4 h incubation) is 418 

associated with lower bacterial load (left panel) and consequently a slight higher amount of 419 

milk (panel in the center) as compared to the gland primarily treated with PBS. As a control, 420 

BG65-uninfected glands were devoid of bacteria but presented the highest levels of milk 421 

abundance. Superposition of both channels is presented in the third right panel of the figure 422 

4C for normalized comparison. Finally, BG65- injection prior to E. coli inoculation regulated 423 

the intensity of the inflammatory response since cell recruitment was lower, but NFκB was 424 

activated protecting from bacterial expansion. Consistently, intra-mammary infusion with 425 

β(1,3)-glucans has been related to have positive effects on the clinical and anti-bacterial 426 

response to Staphylococcus aureus infection at drying off  in dairy cows [34].  427 

However, whether the BG65 IMI triggers neutrophil recruitment to the MG was not addressed 428 

in our study. To clear this point, WT C57BL/6 mice were used to quantify leucocyte 429 

recruitment using the same procedures (Figures S3A and 3B). Both methods revealed that 430 

BG65 induced a significant increase of neutrophils and inflammatory macrophages in the MG 431 

as compared to PBS condition (p<0.001 and p<0.01 respectively, N=7 or 8 mice per group). 432 

This suggests that neutrophil influx induced by BG65 contributes to the response against 433 

E.coli P4. Same observations were also made by other authors who analyzed leucocyte 434 

recruitment upon infusion of β(1, 3)-glucans but in bovine udder [35]. Indeed, they showed a 435 

prominent recruitment of neutrophils and CD14+ monocytes/macrophages cells in udder 436 

secretions of cows in the BG-treated group. 437 



 

 

FIGURE S3. IMI of BG65 induces a slight neutrophil recruitment in mammary gland. 

(A-B) C57Bl/6 mice were intramammarily injected with BG65 (100 µg/gland) or PBS in fourth gland pair. (A) 

In vivo imaging of local neutrophil recruitment in mammary glands (profile view) was assessed at 24 h post-IMI 

using luminol. A representative photograph illustrates mice from each group, BG65 (left) and PBS (right) 

associated with the quantitative bioluminescent signal correlating with the intensity of neutrophils influx. The 

intensity of luminescence was scaled based on the radiance (in p*s*m²). (B) Leucocytes recruitment was also 

evaluated at 24 h post-IMI in digested MG. After sacrifice of mice, mammary glands were collected and digested 

in collagenase type IV. Mammary cells obtained from each group were individually analyzed by flow cytometry 

using phenotypical markers to identify neutrophils (CD45+Ly6G+) and macrophages (CD45+F4/80+), as 

described in the material and methods section. Data are expressed as percentages of single mammary cells (log10 

transformed if necessary) and each point represents individual gland (N=8, unpaired two-tailed t-test, p<0.01 **, 

p<0.001 ***, GraphPad). 
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Oral administration of BG improves the issue of E. coli mastitis 438 

To address whether oral supplementation with the same BG preparation could have positive 439 

effects on the E. coli-induced mastitis, lactating C57BL/6 mice were fed daily with 3 440 

mg/mouse of BG65 or PBS for 14 days. They were then intramammarily challenged with 441 

1x103 CFUs of mCherry E.coli P4* /gland. After 20 h of incubation, leucocyte recruitment 442 

was analyzed as described above. Measurement of the leucocyte recruitment by bioimaging 443 

on excised MG showed that BG65 reduced mammary neutrophil influx as compared to PBS, 444 

as illustrated by a representative picture of the bioluminescence signal in excised glands 445 

(Figure 5A). Furthermore, these data were confirmed by flow cytometry on extracted 446 

mammary leucocytes (Figure 5B). Indeed, CD45+Ly6G+ neutrophils and CD45+F4/80+ 447 

macrophages were present in lower amounts in MG from the mice orally administrated with 448 

BG65 than with PBS prior to the mammary infectious challenge. Similarly, when mice 449 

received oral BG65 without E. coli mammary infection, the proportion of neutrophils (and 450 

numbers, data not shown) and macrophages in MG remained weak (Figure 5B). 451 

When comparing the fluorescence signal in the red channel (mCherry E. coli P4), a significant 452 

reduction of the bacterial load was observed in BG65 pretreated mice (Figure 5C, center), as 453 

well as a more abundant quantity of milk (Figure 5C, left). These results were also evidenced 454 

in the overlay view in the right panel of the figure 5C. Finally, our results showed that as 455 

observed in the peritonitis model, BG65 pretreatment before E. coli infection improves the 456 

condition through dampening of the inflammatory response.  457 

Although a few data are still available in this area, recent studies also reported anti-458 

inflammatory effects of BG oral treatment prior to LPS challenge in rats [36] and in heifers 459 

[37]. Taken altogether, our data strongly support the promising use of BG as 460 

immunomodulators.  461 



 

 

FIGURE 5. Oral administration of Sc BG-enriched extract lowers the leucocytes recruitment upon E. coli IMI 

and exhibits reduced bacterial expansion. 

(A-C) C57Bl/6 mice were orally administrated with BG65 (3 mg/mice) or PBS daily for 14 days. Intramammary 

challenge with 1.103 CFU of E. coli P4* strain expressing mCherry or PBS was performed in fourth gland pair of 

MG for 20 h. (A) Ex vivo imaging of local neutrophil recruitment in the excised mammary glands was assessed 

at 20 h post-IMI using luminol. Data represent the average radiance (with SEM) that correlates with the intensity 

of neutrophils influx in mammary glands (BG65plus E. coli, N=8; PBS plus E. coli, N=6; BG65plus PBS, N=8). 

A representative photograph of excised gland from each group is shown, BG65 and mCherry E.coli (top), BG65 

and PBS (middle), or PBS and mCherry E.coli (bottom). 



(B) Leucocytes recruitment was also evaluated at 20 h post-IMI in digested MG. After sacrifice of mice, 

mammary glands were collected and digested in collagenase type IV. Mammary cells obtained from each group 

were individually analyzed by flow cytometry using phenotypical markers to identify neutrophils (CD45+Ly6G+, 

left) and macrophages (CD45+F4/80+, right), as described in the material and methods section. Data are 

expressed as percentages of single mammary cells (log10 transformed when necessary) and each point represents 

individual gland. Subsets not sharing the same letter are significantly different according to the one-way 

ANOVA test combined to a Newman-Keuls Multiple post hoc comparison (p < 0.05, GraphPad). 

(C) Representative photographical view of excised MG post-IMI with BG65 and PBS (top), PBS and mCherry 

E.coli (middle), or BG65 and mCherry E.coli (bottom). Ex vivo imaging of local milk abundance (left) and 

bacterial charge (center) were assessed at 20h post-IMI by measuring the fluorescence signal correlating with the 

abundance of milk (green) or the bacterial charge (red). The right panel shows the overlay of both of the signals. 
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Chapitre III  : Discussion générale et 
perspectives 
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Dans les filières de production animale et en particulier chez les ruminants et le porc, les 

levures vivantes ou les produits issus des levures comme leurs parois, sont utilisés depuis une 

dizaine d’années comme additifs alimentaires pour leurs effets positifs sur les performances et 

la santé des animaux [429–432]. Plus récemment, leur utilisation est promue dans l’espoir 

qu’ils puissent permettre une réduction de l’usage des antibiotiques pour le traitement et la 

prévention de certaines maladies infectieuses [433]. Ces additifs alimentaires sont facilement 

accessibles ; les sous-produits des levures peuvent provenir des industries de la brasserie ou 

de la panification, et plus rarement de la fermentation directement réalisée en élevages, ou de 

la production commerciale par les industriels spécialisés en alimentation animale. Cependant, 

leurs modes d’action chez l’animal en lien avec l’augmentation des performances des 

animaux, restent mal compris. Les levures vivantes ont été décrites comme ayant des effets 

protecteurs sur la muqueuse intestinale contre l’invasion de micro-organismes, en agissant 

comme antagonistes sur les agents indésirables (effet barrière), ou en contribuant à la 

stimulation ou à la maturation des cellules immunitaires de l’hôte [434]. Les composants de la 

paroi des levures, dont les polyosides et les mannanes, peuvent également participer à la 

prévention de la colonisation du tractus digestif de l’hôte par des agents pathogènes en se liant 

spécifiquement aux bactéries, mais aussi grâce à leur rôle prébiotique en favorisant le 

développement d’espèces bactériennes bénéfiques au microbiote intestinal [435–437]. Les β-

glucanes, composants majeurs de la paroi de levure, peuvent stimuler la réponse immunitaire 

de l’hôte, notamment en activant les cellules phagocytaires comme les macrophages. En effet, 

les oligosides présents dans la paroi des levures ou les levures vivantes distribuées par voie 

orale ont des effets bénéfiques sur l’immunité, sur le contrôle de la dissémination des agents 

pathogènes et la défense antibactérienne, chez les espèces de rente comme le porc [438–442], 

la vache laitière [443], les volailles [444] ou encore chez les poissons [445,446].  

Il existe un intérêt croissant des industries de l’alimentation animale mais aussi de la 

nutraceutique, pour développer des substances naturelles qui améliorent la défense de l’hôte 

contre les maladies infectieuses afin de préserver la santé humaine et animale. Cependant, il 

existe une certaine confusion sur les allégations relatives à la santé, attribuées aux levures et à 

leurs produits dérivés, en raison des procédés industriels d’extraction qui ont un effet majeur 

sur la qualité et la pureté des sous-produits finaux. Ces deux derniers paramètres sont 

directement reliés à la composition de la préparation et à la structure de ses composants qui 

influencent leurs propriétés biologiques et par conséquent l’effet sur la réponse immunitaire 

de l’hôte. 



 
289 

 

La recherche de composés efficaces utilisables sur les animaux de production à laquelle nous 

avons contribué, repose largement sur le recours aux essais de criblage de l’activité in vitro ou 

aux études in vivo réalisées chez la souris et le rat. En effet, pour corroborer et justifier les 

effets observés in vitro, ces méthodes demeurent indispensables notamment pour comprendre 

les mécanismes d’action potentiels ou encore pour tester une large gamme de produits à des 

concentrations et/ou des durées d’incubation variables. Bien qu’indispensables, les études 

réalisées in vitro restent très controversées précisément parce qu’elles ne sont pas réalisées 

dans les mêmes conditions et ne tiennent pas compte des facteurs environnementaux 

(température, pression, milieu, biodisponibilité). Par ailleurs, dans le cas des BG, il est 

important et nécessaire de standardiser les conditions expérimentales et de préciser l’origine, 

la structure et la pureté des préparations utilisées pour obtenir des résultats reproductibles, 

comprendre le rôle effectif des BG dans l’immuno-modulation et leur mécanisme d’action sur 

les cellules immunitaires. Finalement, la combinaison d’essais menés in vitro et in vivo 

contribue à l’identification et à la validation des propriétés des produits testés et à une 

meilleure compréhension des modes d’action des composés d’intérêt. 

Dans cette étude, nous avons associé les approches in vitro et in vivo afin de déterminer les 

propriétés immunostimulantes des β-glucanes et de mesurer leur impact dans le cadre 

d’infections systémiques ou locales à E. coli. Le point fort de notre étude repose sur 

l’utilisation d’une série de préparations contenant des BG en proportions variables, mais issus 

de la même souche de Sc. A l’aide de différents traitements chimiques et enzymatiques, un 

degré d’enrichissement progressif de 15, 65 et 75% de BG était disponible. En comparaison, 

les différents travaux publiés dans le domaine ont recours à des composés dont la pureté en 

BG est rarement précisée, au mieux donnée de façon approximative. De plus, les effets de 

certaines préparations sont souvent attribués à tort aux BG alors qu’ils résultent de l’activité 

des autres composants, notamment les mannanes, les chitines ou les protéines de la paroi de 

levure. 

Nous avons pu évaluer le rôle et l’activité biologique des BG (i) à l’aide de diverses 

approches in vitro, en utilisant différentes sources de macrophages, et (ii) dans différents 

modèles in vivo chez la souris, notamment en multipliant les voies d’administration. Au cours 

des essais réalisés in vitro, la partie mécanistique a été étudiée grâce à l’utilisation de lignées 

cellulaires rapporteurs de l’activité NFκB/AP-1, surexprimant certains récepteurs (TLR4, 
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TLR4, Dectin-1), ou au contraire n’exprimant pas une molécule essentielle de la voie de 

signalisation des TLRs.  

Nous avons également utilisé des cellules primaires provenant de souris invalidées pour 

Dectin-1. Par la suite, nous avons transposé les conditions ainsi établies à l’échelle de 

l’organisme tout entier, de manière à évaluer de façon intégrée et globale les effets des BG et 

à appréhender leur influence systémique sur les cellules immunitaires, mais aussi non-

immunitaires. Les BG peuvent en effet être reconnus par les différents récepteurs, Dectin-1, 

CR3, LacCer et SR qui sont exprimés non seulement à la surface des cellules immunitaires 

(monocytes/macrophages, cellules dendritiques, neutrophiles) mais aussi de certaines cellules 

épithéliales localisées dans les sites qui constituent des interfaces favorables avec les agents 

pathogènes : la peau, les poumons, la cavité buccale et le tractus digestif, et les organes 

lymphoïdes [321].  

La voie d’administration peut aussi influencer le mode d’action des BG sur les cellules. Bien 

que les effets favorables des BG administrés par voie systémique (intra-veineuse ou intra-

péritonéale) aient été décrits dès le début des années 90 [423,424], leur efficacité biologique 

après administration orale demeure confuse. Nous avons ainsi apprécié d’une part l’action 

systémique et locale des BG après injection intrapéritonéale et intra-mammaire, et d’autre part 

évalué leurs modalités d’action après transit à travers le système digestif de la souris. A ce 

jour, il est admis que les BG sont pris en charge par les cellules M (Microfold) pinocytaires de 

l’intestin grêle - des cellules épithéliales spécialisées dans le transport des macromolécules -, 

avant d’être transférés dans les plaques de Peyer où les particules de BG sont reconnues puis 

internalisées par les macrophages et les cellules dendritiques [426,439]. Vraisemblablement, 

les particules libérées rejoindraient les nœuds lymphatiques, la rate et la moelle osseuse où 

elles pourraient modifier le phénotype et activer les cellules immunitaires [241]. Ces données 

prouvent que les BG administrés par voie orale atteignent la circulation générale mais bien 

entendu, en quantités inférieures par rapport à une administration systémique [447]. 

Conformément à ce que nous avons précédemment évoqué, la taille des particules de BG 

conditionne leur reconnaissance par les cellules M qui ne transportent que les BG dont la 

taille dépasse 2MDa [425]. 

Si la question de l’absorption des BG par la muqueuse intestinale semble trouver quelques 

réponses ces dernières années chez les monogastriques, elle reste en suspens chez les 

polygastriques, i.e. les espèces bovine, ovine et caprine. Un essai préliminaire réalisé chez 
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trois vaches ne nous a pas permis de mettre en évidence la présence de BG particulaires dans 

le plasma après 10 jours d’apport quotidien de BG65 (500 g/j/vache). Toutefois, la méthode 

de détection utilisée n’était probablement pas la plus adaptée.  

En effet, la lignée HEK-Dectin-1 rapporteur de l’activité de ce récepteur permet la détection 

de BG particulaires. Or cette forme physique est probablement peu abondante dans le sang ; si 

les BG sont absorbés et diffusent à l’échelle systémique, il s’agit plutôt de la forme soluble.  

 

Diverses approches ont été mises en œuvre pour établir le profil d’activité des BG à la fois en 

système monocellulaire grâce à la culture de macrophages mais aussi à l’échelle du tissu et de 

l’hôte grâce à des systèmes plus complexes prenant en compte l’interaction entre plusieurs 

types cellulaires et envisager ainsi la réponse globale de l’hôte. En effet, beaucoup d’études 

n’ont appréhendé la réponse que d’un seul type cellulaire pris isolément par souci de 

simplification. Notre étude présente l’avantage d’avoir multiplié les approches techniques et 

donc les preuves de l’activité des BG à différents niveaux à la fois, qu’ils soient cellulaires, 

tissulaires, ou à l’échelle de l’organisme tout entier. L’utilisation d’une technique d’imagerie 

non invasive nous a permis d’évaluer l’activité NFκB et le recrutement neutrophilique intra-

mammaires. 

La caractérisation de la réponse induite par les BG sur les macrophages s’est focalisée sur 

deux composantes, la tolérance et l’efficacité des BG. Que ce soit in vivo ou in vitro, nous 

avons évalué la tolérance des cellules ou des tissus en mesurant les effets directement induits 

par les différentes préparations contenant des BG sur les cellules. En revanche, l’efficacité a 

été appréhendée en mesurant les effets indirectement induits par les BG, notamment en 

évaluant les effets d’une première exposition des tissus ou des cellules aux BG suivie d’une 

seconde stimulation par des bactéries ou des ligands bactériens isolés. Ces deux actions sont 

conditionnées par l’expression d’un ou plusieurs récepteur(s) permettant l’interaction des 

récepteurs avec leurs ligands. 

La première partie de notre travail consistait à caractériser précisément la réponse induite par 

les BG sur les macrophages. Nous avons montré que les BG particulaires enrichis ne sont pas 

capables d’induire une production significative de cytokines et de chimiokines ni l’activation 

des facteurs de transcription NFκB/AP-1 per se dans les macrophages de différentes sources, 

quelles que soient la durée d’incubation et la dose administrée.  
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Une expérience de chimiotaxie réalisée in vitro a également mis en évidence que les BMDM 

traités par les BG enrichis sécrètent de faibles quantités de chimiokines, dont celles 

spécialisées dans le recrutement de neutrophiles (CXCL1 et CXCL2), provoquant en 

conséquence un faible afflux de neutrophiles. Au contraire, les extraits bruts de paroi (BG15 

ou zymosan) sont de forts activateurs de la réponse inflammatoire incluant la synthèse de 

cytokines pro- (IL-6, TNFα, IL-1β) et anti-inflammatoires (IL-10), et de chimiokines (CCL2), 

et de façon dépendante des TLRs. Ce constat a été confirmé à différents niveaux, (i) la forte 

activité TLR2 et TLR4 associée à BG15 et Zymosan, (ii) une activité NFκB/AP-1 

significative et (iii) la forte baisse de la production de TNFα dans les macrophages MyD88-/-. 

Ainsi la forte activation des cellules résultant d’un traitement avec les parois brutes n’est pas 

induite par leur contenu en BG comme le décrivent la plupart des études ayant été réalisées 

dans ce domaine [285,329], mais par la présence des autres composants de la paroi de levure, 

notamment les mannanes reconnus par TLR4 ou MR selon leur structure [173]. De plus, la 

collaboration de Dectin-1 et d’autres TLRs (TLR2 et TLR4 en particulier) pour la synthèse 

cytokinique a été décrite dans la littérature par le passé [84,379]. Ceci explique la diminution 

de la production des cytokines pro-inflammatoires dans les macrophages des souris invalidées 

pour Dectin-1. La faible production de cytokines par les macrophages exposés à BG65 ou 

BG75 (extraits de paroi enrichis en BG à 65% et 75% rexpectivement), qui est néanmoins 

abolie dans les cellules Dectin-1-/-, peut être expliquée par l’implication d’autres récepteurs de 

BG, par exemple LacCer, CR3 ou SR, ou par la collaboration Dectin-1/TLR, qui reste 

cependant limitée en raison de la purification plus grande des composés que nous avons 

utilisés. A la différence, dans les macrophages MyD88-/- comme WT, la production de TNFα 

reste inchangée montrant que les BG ne sont pas initiateurs de la voie TLR ; ceci ayant été 

confirmé par ailleurs par la faible activité NFκB/AP-1 rapportée par la lignée de macrophages 

murins RAW-Blue suite à leur incubation avec les composés enrichis en BG. 

Ces données sont également cohérentes avec les résultats issus de l’étude des phénotypes 

d’activation du macrophage après incubation avec les composés enrichis ou avec les 

composés bruts (Figure II-4). Alors que BG15 induit une réponse inflammatoire précoce qui 

se rapproche de celle qui caractérise le phénotype M1 (induction des gènes Il1b, Il12p40, 

Ccl2, Ccl3, Nos2…), sous l’effet de l’IL-10 produite en faible quantité, ce dernier s’oriente 

vers un phénotype pro-résolutif de « désactivation » de type M2c (Stat3, Socs3, Ccl1, Arg1).  
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Au contraire, les BMDM incubés avec les composés enrichis, BG65 et BG75 se caractérisent 

par un phénotype totalement distinct de celui induit par BG15 et nettement moins pro-

inflammatoire. L’induction précoce et significative de Ccl22, Ccl24, Socs2, Klf4, Pparg 

montre que BG65 et BG75 de façon plus modérée, initient un phénotype d’activation 

alternative de type M2a [33,408]. 

Certains auteurs ont affirmé que les BMDM des souris C57Bl/6 ne sont pas en mesure de 

produire des cytokines en raison d‘une anomalie de la voie Syk-CARD9 sous Dectin-1, ou de 

l’expression de Dectin-1 qui peut être sous-optimale à cause de la méthode de différenciation 

utilisée. Nous avons (i) évalué l’expression de Dectin-1 sur les BMDM et sur les macrophages 

résidents de la cavité péritonéale (RPM) ou recrutés à la suite de l’injection de thioglycollate 

(TEPM) et (ii) mesuré la production de TNFα par les TEPM provenant de souris sauvages ou 

déficientes pour Dectin-1 en réponse aux composés enrichis (BG65 et BG75) ou bruts (BG15 

et Zymosan).  

D’une part, les BMDM ont été différenciés en milieu L929 qui selon Gersuk et al favorise une 

expression optimale de Dectin-1 à la surface des macrophages en comparaison des cellules 

différenciées avec le M-CSF recombinant [448]. D’autre part, la comparaison de l’expression 

de Dectin-1 à la surface des macrophages de différentes origines par cytométrie de flux a 

révélé que les BMDM, les TEPM et RPM, et les RAW-Blue expriment des niveaux similaires 

de Dectin-1. De plus, les TEPM au même titre que les BMDM, produisent de plus faibles 

quantités de TNFα en réponse aux BG enrichis qu’en réponse aux extraits bruts de paroi de Sc 

(Zymosan ou BG15), production qui est d’ailleurs fortement altérée chez les souris invalidées 

pour Dectin-1. Ainsi en écho à la publication de Goodridge et al [327], nous avons démontré 

que les BG enrichis ne sont pas capables d’induire une production significative de cytokines 

quelle que soit la provenance tissulaire des macrophages. Nous avons également observé que 

l’administration des BG enrichis par voie intrapéritonéale chez la souris ne conduit pas à la 

production de TNFα ni d’IL-6 dans la cavité péritonéale (données non présentées). 

Comme nous l’avons précédemment vu dans la partie bibliographique, les méthodes 

d’extraction des BG peuvent influencer la structure des molécules et leur solubilité, et donc 

modifier ou altérer leur activité biologique. Pour cette raison, nous avons au préalable évalué 

les différents composés BG15, BG65 et BG75 de même que les composés commerciaux à 

l’aide de lignées cellulaires surexprimant le récepteur Dectin-1, pour mesurer et comparer 

l’activité des BG sur ce récepteur.  
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Les extraits enrichis BG65 et BG75 ont une forte activité Dectin-1 à la dose utilisée dans nos 

études, de même que BG15 et dans une moindre mesure le Zymosan, qui contiennent 

également des BG. Cela signifie donc que les méthodes utilisées pour purifier les extraits de 

paroi BG65 et BG75 n’altèrent pas ou peu les propriétés biologiques des BG. 

Le WGP est un composé particulaire issu de la paroi de Sc dont la composition en BG 

avoisinne 75% et qui est commercialisé pour améliorer l’immunité, prévenir et lutter contre 

les infections. Il est utilisé par voie orale chez l’homme dans des essais cliniques visant à 

augmenter le taux de survie chez les patients atteints de cancer [192]. De façon surprenante, le 

WGP montre une activité Dectin-1 très limitée par rapport à BG65 et BG75. Cela confirme 

donc la nécessité de maitriser la composition et l’activité biologique des composés. 

En parallèle, des essais similaires menés avec ces mêmes préparations sur des lignées 

surexprimant TLR2 ou TLR4 ont révélé que le processus d’enrichissement élimine 

progressivement les ligands de ces récepteurs, qui sont responsables de la réponse des 

macrophages. L’utilisation de la lignée HEK surexprimant TLR9, récepteur qui peut coopérer 

avec Dectin-1 [449,450], a confirmé l’absence de résidus d’acides nucléiques levuriens dans 

les extraits de paroi.  

Les conséquences de la taille des particules de BG ont également été mises en question pour 

leur reconnaissance par le récepteur Dectin-1. En effet, lorsque les particules sont trop 

grandes, elles ne peuvent ne pas être prises en charge par ce récepteur qui ne peut donc pas 

engager la voie correspondante conduisant à la production de cytokines. Afin de résoudre ce 

point, différentes méthodes de dispersion mécanique des composés ont été utilisées avant 

l’application sur les macrophages. Ces traitements n’ont pas pour autant modifié la réponse 

cellulaire. Si cela ne semble pas le cas pour Dectin-1, l’internalisation des particules par CR3 

est conditionnée par la taille des particules [241,291]. Par ailleurs, plusieurs études ont montré 

que lorsque la cellule n’est pas capable de phagocyter la particule à cause d’une taille trop 

grande (Curdlan par exemple) - un processus désigné « frustrated phagocytosis » -, elle 

augmente de façon significative la production de cytokines via Dectin-1 [328]. Bien que ce 

concept reste ambigu et contestable, il confirme la faible capacité des BG enrichis à produire 

des quantités détectables de cytokines. 
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Si au premier abord les BG ne semblent pas induire des modifications majeures du phénotype 

des macrophages de façon directe, le secont volet de ce travail a permis de mettre en exergue 

leur capacité immunomodulatrice lors de la seconde exposition des macrophages à un 

stimulus bactérien.  

En effet, seuls les BMDM préalablement traités avec les BG enrichis sont capables de 

développer une réponse cytokinique synergisée (TNFα et IL-1β) suite à un second stimulus 

bactérien ciblant sélectivement TLR4 (LPS), TLR2 (Pam3CSK4) ou un ensemble de 

récepteurs impliqués dans la reconnaissance des bacteries vivantes, Escherichia coli P4 ou 

Staphylococcus aureus N305. La synergie induite par le prétraitement des cellules avec des 

BG enrichis ne se résume pas donc à un seul TLR isolé mais peut être généralisé à l’ensemble 

des TLRs. Des résultats similaires concernant le ‘priming’ des cellules par les BG 

particulaires ont été décrits dans l’article de Ifrim et al, dans lequel les auteurs ont utilisé des 

BG provenant de C. albicans et des bactéries tuées comme stimulus secondaire [451].  

Nous avons montré que cette réponse synergisée est significativement diminuée dans les 

BMDM invalidés pour Dectin-1, et ce pour les deux cytokines dosées, TNFα et IL-1β. La 

synergie résiduelle résulte probablement des interactions entre les autres récepteurs de BG, ou 

les récepteurs des autres composants des préparations avec les signaux TLR, comme décrits 

en détail dans la revue bibliographique. De façon similaire et plus attendue, le signal est 

totalement aboli dans les BMDM n’exprimant pas MyD88, la molécule clé de la voie de 

certains TLRs exprimés à la surface cellulaire. Finalement, nous avons mis en évidence que la 

synergie induite par les BG enrichis après un second stimulus est un phénomène dose-

dépendant et tardif qui fait certainement suite à la synthèse d’une protéine de novo, et qui ne 

fait pas appel à une augmentation de l’activité NFκB/AP-1. 

A la différence des BG enrichis, les extraits de paroi brute (BG15 et Zymosan) utilisés comme 

premier stimulus n’induisent qu’une faible production de cytokines, qui au mieux, atteint le 

niveau de celles produites par les cellules non prétraitées. Dans ces conditions, l’invalidation 

de Dectin-1 n’induit qu’une diminution faible voire nulle de la production de TNFα et d’IL1β. 

En revanche, la déficience de MyD88 dans les cellules prétraitées par BG15 et Zymosan 

abolit totalement la synthèse de ces cytokines, suggérant que l’effet passant par Dectin-1 est 

restreint lorsque la teneur en BG des préparations est faible. De façon plus marquée, les 

cellules préalablement incubées avec le LPS et recevant un second stimulus de la même 

nature sont incapables de metttre en place une réponse cytokinique significative. 
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Le phénomène de tolérance mis en évidence pour les endotoxines du type LPS peut 

s’appliquer ici avec les extraits bruts [73,452,453]. Sous l’effet d’un premier stimulus (LPS), 

les cellules deviennent réfractaires à toute stimulation supplémentaire. En effet, Zymosan et 

BG15 induisent une réponse qui ressemble à celle produite par la stimulation avec du LPS, 

comme l’indique la synthèse des cytokines mesurées dans les surnageants de culture ou 

l’expression génique que nous avons réalisée, mais ne semblent pas être en mesure de mettre 

en place une réponse antibactérienne efficace. Cette hypothèse semble être en accord avec les 

résultats précédemment obtenus.  

En effet, l’analyse du profil d’expression des gènes nous a permis d’identifier un phénotype 

de type M2c pour les macrophages préalablement incubés avec BG15, phénotype également 

associé à la désactivation cellulaire [33]. Récemment, une étude a montré que la tolérance au 

LPS est en réalité associée à une voie de polarisation alternative M2 impliquée dans 

l’immunorégulation et la réparation tissulaire [454]. Ces résultats corroborent notre hypothèse 

selon laquelle les extraits bruts, qui provoquent une forte activation cellulaire per se, induisent 

un état de désactivation de la cellule qui s’apparente à la tolérance. 

Pour comprendre la réponse synergisée associée aux BG enrichis dans des conditions 

infectieuses, une analyse transcriptomique nous a permis d’identifier les gènes les plus 

fortement activés par l’exposition préalable aux BG enrichis. Deux gènes fortement induits 

par BG65 et BG75 de façon spécifique, Csf2 et Fhl2 ont été identifiés. Le cas de Csf2 (codant 

GM-CSF) sera abordé plus tard dans cette discussion. De façon suprenante et inattendue, 

l’induction de Fhl2 est associée spécifiquement à l’engagement de Dectin-1 par les BG 

enrichis. Ce résultat a été confirmé au niveau protéique. Par ailleurs, nous avons également 

montré que ce gène est induit précocément par les BG enrichis. La protéine FHL2 est un 

médiateur doté de propriétés fonctionnelles très diverses, qui est impliqué dans de nombreuses 

voies de signalisaion dont la voie NFκB [455]. Son niveau d’expression semble être très 

dépendant du type cellulaire étudié et les mécanismes moléculaires associés ne sont pas 

décrits, particulièrement dans les cellules qui ne l’expriment pas ou peu comme les 

macrophages. Dans ce travail, nous avons révélé pour la première fois l’implication de FHL2 

dans la voie de signalisation sous-jacente à Dectin-1.  

Malgré une apparente inactivité, BG65 et BG75 stimulent l’activité bactéricide, de façon plus 

marquée que BG15 et le Zymosan. En effet, les BMDM produisent des niveaux 

significativement plus élevés de ROS, et ce, indépendamment de Dectin-1- mais sous le 
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contrôle de CR3. En revanche, les extraits bruts BG15 et Zymosan induisent une faible 

synthèse de ROS par les BMDM qui est à la fois Dectin-1-dépendante et CR3-dépendante. 

Ces résultats semblent cohérents avec certaines études réalisées avec le Zymosan [285,456] 

mais contrastent avec d’autres [84,263,329,341] qui affirment que le Zymosan induit une forte 

explosion respiratoire. Alors que Dectin-1 était considéré comme un récepteur majeur de la 

phagocytose des BG, il s’avère que c’est CR3 qui remplit majoritairement cette fonction et 

sans recourir obligatoirement à l’opsonisation. L’hétérogénéité des résultats montre à nouveau 

que les mécanismes d’action des BG restent majoritairement complexes et mal compris. 

Nous avons également observé que dans les macrophages traités avec les BG enrichis, la 

production de GM-CSF reste insignifiante aux temps précoces. En revanche, l’expression de 

Csf2 (gène codant GM-CSF) est fortement et spécifiquement activée par les BG enrichis aux 

temps tardifs de l’expérimentation ; cette induction étant totalement absente dans les cellules 

provenant des souris invalidées pour Dectin-1. Bien qu’un lien ait déjà été fait entre Dectin-1 

et GM-CSF, notre étude est l’une des premières à montrer que l’induction de GM-CSF est une 

conséquence tardive de l’engagement spécifique de la voie Dectin-1 par les BG 

[417,420,421]. La relation directe entre les BG et la production de GM-CSF par les 

macrophages n’a été que très peu mise en évidence. En effet, une seule étude a montré la 

production de GM-CSF en réponse au Curdlan, au Zymosan ou aux BG solubles extraits du 

maitake par les macrophages péritoneaux [417]. L’initation précoce de la production de GM-

CSF résulte de l’engagement de Dectin-1 indépendamment d’ERK/MAPK, alors que la plus 

tardive requiert Syk en aval de Dectin-1. En collaboration avec Dectin-1, GM-CSF est 

capable d’augmenter significativement la réponse induite de façon spécifique par les BG 

[322,417,418,421]. Par ailleurs, GM-CSF est considéré comme un potentiateur de l’activité 

biologique des monocytes/macrophages notamment grâce à ses effets sur la chiomiotaxie, 

l’explosion respiratoire, la survie des cellules et l’élimination des micro-organismes lors 

d’une infection [419,420]. GM-CSF peut également lever la tolérance au LPS dans les 

macrophages et restaurer la production de TNFα par les monocytes humains préalablement 

soumis au même stimulus [457]. En lien avec ces observations, il semblerait donc que la 

production de GM-CSF induite tardivement et sous le controle de Dectin-1 par BG65, soit 

capable de préparer la cellule à un stimulus secondaire. Cette hypothèse explique que les 

BMDM préincubés avec BG65 et BG75 amplifient fortement la production de cytokines pro-

inflammatoires (IL-1β et TNFα) induites par une seconde exposition avec des bactéries 

vivantes ou des ligands mimant une infection bacterienne.  
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Par ailleurs, dans ces conditions, la production de GM-CSF est également synergisée par les 

BG enrichis et sous le contrôle de Dectin-1, comme nous l’avons montré dans l’article 2. Ceci 

suggère que l’activation tardive de GM-CSF intensifie et maintient l’activation des 

macrophages en réponse à l’action combinée des BG et d’un stimulus bactérien. GM-CSF 

semble donc être l’élément central de l’immunomodulation induite par les BG enrichis en 

agissant selon une boucle autocrine. Cette hypothèse est d’ailleurs cohérente avec les résultats 

obtenus par Min et al sur les cellules dendritiques co-stimulées avec GM-CSF et le Curdlan 

[421]. Il convient de noter que les cellules dendritiques sont différenciées en présence de GM-

CSF, ce qui peut avoir des conséquences sur leur phénotype initial et expliquer pourquoi 

l’engagement de Dectin-1 par les BG sur ces cellules donne lieu à une réponse de plus forte 

intensité [327].  

L’ensemble de nos résultats montrent que les BG enrichis n’induisent pas directement la 

production cytokinique mais préparent la cellule à un second stimulus bactérien, contre lequel 

elle va diriger une réponse synergisée. Ce phènomène porte le nom de Trained Immunity. 

La notion de « trained immunity » ou « mémoire de l’immunité innée » a été décrite pour la 

première fois en 2014 et a fait l’objet de deux plublications dans la revue Science [458–460]. 

Elle se caractérise par une réponse cytokinique intense en réponse à une restimulation des 

cellules préalablement exposées à un BG ou une levure vivante. Cette notion s’oppose à la 

tolérance, induite par le LPS précédemment décrite dans cette discussion. L’immunité 

entrainée est considérée comme un moyen d’augmenter l’efficacité de l’immunité innée en 

cas d’infection et notamment celles des macrophages et des monocytes, qui sont les 

principales cellules à pouvoir être ainsi éduquées. Elle se traduit par une reprogrammation de 

l’épigénome de la cellule et notamment par des changements stables dans la triméthylation 

des histones (H3K4) qui résulte de l’induction de la voie non canonique Raf-1 dans les 

monocytes. Ces modifications épigénétiques sont à l’origine de l’ouverture de la chromatine 

et donc de l’augmentation de la transcription des gènes. L’immunité entrainée aboutit à 

l’activation cellulaire et à l’augmentation de la production de cytokines. De même, elle 

conduit à la modification du métabolisme de la cellule qui va passer de la phosphorylation 

oxydative (ayant comme source d’énergie l’ATP) à la glycolyse aérobie (ayant comme source 

d’énergie le glucose) sous l’action de deux acteurs majeurs induits par Dectin-1, mTOR 

(mammalian target of rapamycin) et HIF-1α (hypoxia-inducible-factor 1 α).  
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Ainsi, les souris ayant été entrainées avec les BG sont résistantes à un sepsis provoqué par 

Staphylococcus aureus alors que les souris non entrainées ne sont pas protégées et meurent.  

Alors que nos conditions expérimentales in vitro incluent un prétraitement de 8 h seulement 

avec les BG, directement suivi d’une stimulation avec un ligand de TLR, l’immunité entrainée 

a été mise en évidence en utilisant des monocytes qui sont soumis à un premier traitement 

suivi d’un second stimulus six jours plus tard, entrecoupé d’une période de repos sans 

stimulation. Cela suggère donc que l’immunité entrainée est un phénomène stable et durable, 

dont la reprogrammation fonctionnelle autorise une interruption du traitement sans affecter la 

mise en place du processus. Cette propriété est particulièrement intéressante notamment en 

vue d’une application future dans la prévention des maladies infectieuses. 

Ainsi l’immunité entrainée s’oppose à la tolérance avec des ligands différents qui les 

induisent. Cette étude montre donc qu’il est d’une importance capitale de caractériser les 

produits issus des levures et de connaitre leur composition précise avant d’envisager leur 

utilisation. En effet, l’administration d’extraits de parois brutes de type BG15 ou Zymosan 

dans le cadre d’une prophylaxie aurait pour conséquence le développement d’une 

immunotolérance qui pourrait être délétère en cas d’infection. A la différence, 

l’administration de BG enrichis permettrait à l’hôte de mettre en place une réponse appropriée 

et efficace contre différents agents pathogènes sans spécificité des mécanismes préalables.  

Ces hypothèses expliquent d’ailleurs les résultats obtenus chez la souris. En effet, les souris 

ayant recu les BG par voie orale ont éliminé plus efficacement les bactéries et avaient des 

dommages tissulaires moins marqués dans le foie, la rate ou la glande mammaire (mesuré par 

la quantité relative de lait produite) que les souris du groupe contrôle, et ce quel que soit le 

mode d’infection utilisé, qu’il soit systémique par voie intra-péritonéale ou local par voie 

intramammaire. Ces souris dont l’immunité a été entrainée par les BG ont également 

développé des réponses inflammatoires plus modérées localement (recrutement 

neutrophilique plus faible) que les souris non prétraitées. 

 

L’ensemble des résultats obtenus dans ce travail et les hypothèses formulées précédemment 

montrent que les BG possèdent des propriétés immuno-stimulantes qui contribuent 

significativement à l’élimination des agents pathogènes et à la protection de l’hôte en limitant 

les dommages tissulaires provoqués par une inflammation excessive. Par conséquent, ils 
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représentent un intérêt majeur pour le développement de stratégies alternatives dans la lutte 

contre les maladies infectieuses et peuvent concourir à l’objectif actuel de réduire l’usage des 

antibiotiques. 
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Immuno-modulatory effects of yeast cell wall compounds on murine macrophages and 

their stakes in bacterial infections of mammary gland 

 

β-glucans (BG) are the most abundant polysaccharides of the Saccharomyces cerevisiae cell 

wall. For decades, they have been extensively used because of their immuno-modulatory 

properties and their potential therapeutic effects. The aim of this study was to characterize the 

immune response induced by BG and to understand their mechanisms of action on murine 

macrophages occurring upon bacterial infections. We demonstrated that (i) BG-enriched 

extracts trigger low amounts of cytokine production in contrast with crude products, (ii) the 

immune response mediated by crude extracts results from TLRs and not from Dectin-1 

signaling and (iii) BG-enriched compounds stimulate the late and strong induction of GM-

CSF in a Dectin-1-dependent manner. Upon bacteria exposure, BG-enriched extracts confer a 

strong inflammatory to pretreated macrophages leading to synergistic increase of cytokine 

release, ROS production and better clearance of pathogens. 

Altogether, our findings emphasize the relevancy of using BG-enriched extracts for the design 

of novel adjuvant formulations contributing to individuals’ resistance to infections. 
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Les β-glucanes (BG) sont les polysaccharides les plus abondants de la paroi de 

Saccharomyces cerevisiae. Depuis des millénaires, ils sont utilisés pour leurs propriétés 
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sur les macrophages murins en contexte infectieux. Nous avons montré que (i) les extraits de 
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résulte de la signalisation des TLRs et non de Dectin-1 et (iii) les BG stimulent la synthèse 

tardive de GM-CSF via Dectin-1. En conditions infectieuses, les BG enrichis confèrent une 

forte signature inflammatoire aux macrophages prétraités conduisant à l’amplification de la 

production  cytokinique, à la synthèse de ROS et l’optimisation de la clairance bactérienne. 

En conclusion, cette étude souligne les enjeux de l’utilisation des BG enrichis comme 

adjuvants dans l’amélioration de la résistance des individus aux infections. 
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