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Résumé i

RESUME

Introduction :

Les macrophages (M®s) sont des cellules immunitaires innées qui peuvent assumer une
immunité améliorée suite a leur reprogrammation épigénétique. Les érythrocytes peuvent
avoir un effet synergique sur les cellules immunitaires, y compris les M®s, lors d’'une infection

bactérienne. Pseudomonas aeruginosa est une bactérie opportuniste qui peut causer une

variété d'infections chez I'étre humain.
Matériel et Méthodes :

L’'expérience a été menée sur six groupes de cultures cellulaires, comprenant des
macrophages (M) et des globules rouges (GR) de patients sains, cultivés séparément et

ensemble, avec ou sans infection par Pseudomonas aeruginosa.
Résultats :

Les globules rouges (GR) augmentent significativement la concentration de cholestérol
(CHOL) chez les macrophages (M) infectés par Pseudomonas aeruginosa (P = 0,016). Aussi,
les macrophages (M@) augmentent significativement la concentration de cholestérol (CHOL)

chez les globules rouges (GR) infectés par Pseudomonas aeruginosa (P < 0,001).
Conclusions :

A travers cette étude, nous avons montré que l'interaction des macrophages (M) et des
globules rouges (GR) au cours de l'infection a Pseudomonas aeruginosa exerce un effet

immunomodulateur dépendant du métabolisme du CHOL.
Mots clés :

Pseudomonas aeruginosa, Macrophages, Globules rouges, Immunité entrainée, Cholestérol.



Abstract v

Background:

Macrophages (M®s) are innate immune cells that can assume enhanced immunity through
epigenetic reprogramming. Erythrocytes can have a synergistic effect on immune cells,
including M®s, during a bacterial infection. Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic

bacterium that can cause a variety of infections in humans.
Material And Methods:

The experiment was conducted on six cell culture groups, including macrophages (Mgs) and
red blood cells (RBCs) from healthy patients, cultured separately and together, with or without

infection by Pseudomonas aeruginosa.
Results:

Red blood cells (RBCs) significantly increase the concentration of cholesterol (CHOL) in
macrophages (Mgs) infected by Pseudomonas aeruginosa (P = 0.016). Additionally,
macrophages (Mgs) significantly increase the concentration of cholesterol (CHOL) in red blood

cells (RBCs) infected by Pseudomonas aeruginosa (P < 0.001).
Conclusion :

Through this study, we showed that the interaction of macrophages (M) and red blood cells
(RBC) during Pseudomonas aeruginosa infection exerts an immunomodulatory effect

dependent on CHOL metabolism.
Key words:

Pseudomonas aeruginosa, Macrophages, Red blood cells, Trained immunity, Cholesterol.
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Introduction

Introduction

Pseudomonas aeruginosa est un pathogene polyvalent capable de provoquer diverses
infections chez I'étre humain. Bien que des infections communautaires a P. aeruginosa
puissent se produire, la majorité des cas se manifestent dans les établissements de santé, en
particulier chez les personnes immunodéprimées et autres patients trés vulnérables, tels que
ceux des unités de soins intensifs [1]. En général, cette bactérie se propage par les voies
respiratoires et urinaires, entrainant des infections sanguines et étant responsable de brllures,
de dermatites de spa et d'infections de l'oreille externe [2]. C'est une bactérie est un aérobie
facultatif qui peut croitre a la fois par respiration aérobie et anaérobie, le nitrate servant

d'accepteur terminal d'électrons [3].

Le systéme immunitaire inné de I'h6te est la premiére ligne de défense contre les microbes et
les infections [4], avec les macrophages (M®s), des cellules immunitaires phagocytaires
innées, jouant un rdle crucial dans les mécanismes de défense de I'h6te [5], reconnaissant,
englobant et tuant les microorganismes. Les M®s sont des cellules sentinelles présentatrices
d'antigénes qui peuvent développer des capacités microbicides améliorées aprés avoir été
stimulées par des produits microbiens [7]. lls se caractérisent par leur grande plasticité et leur
capacité a changer de phénotype en réponse a différents stimuli environnementaux [8],
donnant un apercgu des différentes fonctions des M®s et de leurs états apres polarisation, les
divisant en deux types : M1 et M2, qui different en termes de récepteurs, d'expression des

cytokines et chimiokines, et de fonctions effectrices.

Les macrophages M1 activés de maniére classique se caractérisent par leur sensibilité a deux
signaux, a savoir les cytokines inflammatoires de type 1 et les produits microbiens. Les
macrophages M2 activés de maniére alternative sont des immunomodulateurs moins
microbicides comprenant au moins trois sous-ensembles : M2a, M2b et M2c [9]. Les
macrophages répondent généralement aux infections bactériennes en régulant & la hausse

les genes impliqués dans la polarisation M1.

Les érythrocytes constituent le type de cellule sanguine le plus important quantitativement. Le
nombre de globules rouges dans le sang se situe normalement entre 4,5 et 5,5 millions/mms.
La masse des globules rouges représente environ 37 a 43 % du volume sanguin chez les
femmes, tandis qu'elle est d'environ 43 a 49 % chez les hommes [11]. Ca devient évident que

ces cellules ne sont pas simplement des transporteurs d'oxygéne, mais qu'elles participent de
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maniere complexe a la défense immunitaire. Elles agissent comme cibles pour les complexes
immuns, marquant les agents pathogénes pour les attaquer et facilitant I'élimination des
agents pathogenes par les cellules immunitaires, jouant un rble dans la signalisation

immunitaire et la production de molécules antimicrobiennes [12].

De plus, limmunité innée est médiée par l'activation de voies immunitaires et métaboliques
conduisant a une reprogrammation épigénétique permettant une réponse immunitaire efficace

contre plusieurs bactéries pathogénes, un processus appelé "immunité entrainée".

Dans la présente étude, nous avons évalué l'effet bidirectionnel des M®s et des GR sur

l'immunité innée entrainée médiée par le cholestérol lors de l'infection par P. aeruginosa.
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l. Revue de la littérature

I. 1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa a été appelée de nombreux noms en fonction de sa coloration bleu-
vert caractéristique produite lors de sa culture. Dans les années 1850, Sédillot a été le premier
a constater que la décoloration des pansements chirurgicaux était liée a un agent transférable
[1]. En 1860, Fordos a extrait le pigment qui donne la couleur bleue, et en 1862, Lucke a été
le premier a l'associer a des organismes en forme de batonnet. La culture pure de P.

aeruginosa a été isolée avec succes en 1882 par Carle Gessard [1].

1.1.1 Caractéristiques de P. aeruginosa

Il s'agit d'une bactérie hétérotrophe, mobile, en forme de batonnet, a Gram négatif, mesurant
environ 1 & 5 micrometres de longueur et 0,5 a 1,0 micrométres de largeur, aérobie facultatif,
avec le nitrate comme accepteur terminal d'électrons. En anaérobie, P. aeruginosa peut
également se développer en utilisant l'arginine et posséde des capacités fermentaires
restreintes, ce qui entraine généralement une croissance trés lente voire nulle. Plus de 100
molécules organiques peuvent étre utilisées par I'organisme comme source de carbone et/ou
d'énergie. P. aeruginosa se développe a une température de 37 °C, mais peut survivre a des

températures allant de 4 a 42 °C [2].

Les souches de P. aeruginosa ont des génomes plus volumineux que la plupart des bactéries
séquencées. Leur génome est constitué d'un seul chromosome circulaire et de plusieurs

plasmides [3].

Lipopolysaccharide (LPS)

Outer Membrane Proteins Secreted compounds
(QMP9 + Exotoxin A
4 * [ ’ :
e o * Quorum sensing
molecules
Flagellum . * Siderophores
Pseudomonas aeruginosa o W & (Rimmdipds:
* Alginate/mucoid
exopolysaccharide
) (MEP)
“ /
Type IV Pili Biofilm Formation

Type 3 Secretion System (T3SS)
Ne. X

Figure 1 Pseudomonas aeruginosa (Matthieu Killough et al.,2022)

1.1.2. Habitat de P. aeruginosa
On peut trouver P. aeruginosa dans de nombreux milieux environnementaux différents et on

peut l'isoler de différentes sources vivantes, telles que les plantes, les animaux et les humains.
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P. aeruginosa a pu survivre dans des environnements communautaires et hospitaliers Grace
a sa capacité a survivre avec des besoins nutritionnels réduits et a supporter différentes
conditions physiques. Au sein de I'établissement hospitalier, on peut détecter P. aeruginosa a
partir de différentes sources, telles que le matériel de thérapie respiratoire, les antiseptiques,
le savon, les éviers, les ambulances, les médicaments et les piscines de physiothérapie et
d'hydrothérapie.

Cette bactérie peut également étre présente dans des réservoirs communautaires, tels que
les piscines, les bains a remous, les solutions pour lentilles de contact, les humidificateurs

domestiques, le sol et la rhizosphére, ainsi que les Iégumes|[4].

1.1.3. Facteur de virulence de P. aeruginosa

P. aeruginosa est responsable d’une large gamme d’infection en produisant un large éventail
de facteurs de virulence, a la fois intracellulaires et extracellulaires, qui permettent a la bactérie
de survivre dans différents hétes et dans I'environnement. lls jouent un rdle crucial dans

différentes étapes de l'infection et permettent a P. aeruginosa de coloniser son héte [5].
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Figure 1 : Présentation schématique des principaux facteurs de virulence utilisés par P.
aeruginosa. (a) capacité de formation de biofilm et composition de la matrice extracellulaire des; ( b ) les trois
principaux systémes de détection de quorum (QS); ( ¢ ) les flagellines FliC et FIiD incorporées dans la structure
flagellaire ;  ( d ) sidérophore pyoverdine (PVD) comme systeme d'absorption du fer ; ( e ) pili de type 4 (T4P); ( f
) lipopolysaccharide (LPS) et protéines de la membrane externe (OMP) ; ( g ) le systeme de sécrétion de type Il
(T3SS) et ses quatre effecteurs principaux ; ( h ) le systeme de sécrétion de type VI (T6SS); (i) le systeme de
sécrétion de type Il (T2SS) (Irene Jurado-Martin et al,2021)
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1.1.3.1. Facteurs impliqués dans I'adhérence et la motilité
1.1.3.1.1. Le flagelle

Le flagelle joue un réle crucial dans la mobilité de la bactérie, facilite I'assimilation des
nutriments et semble avoir un rdle indirect dans I'adhésion des cellules. Son rdle dans la
pathogenése est clair, car la virulence des souches non flagellées est considérablement
réduite de plus les bactéries mutantes, qui ne possédent pas de flagelles, sont moins
invasives que la souche mobile. La présence du flagelle est cruciale dans les phases initiales
du développement du biofilm bactérien in vitro[6].aussi il participe a I'adhérence aux cellules

épithéliales respiratoires [7]

1.1.3.1.2. Les pili de type IV
L'infection initiale de la bactérie aux cellules épithéliales des muqueuses se fait grace aux pili
de type IV, qui sont également impliqués dans la phagocytose. Les micro-organismes qui ne
peuvent pas se fixer sur les muqueuses perdent ainsi la capacité d'infecter[8]. Ces pili de type
IV, rétractables, participent également a un mécanisme de déplacement spécifique,
indépendant du flagelle, connu sous le nom de "motilité de twitching", qui est dominant dans

les mouvements a l'interface de surfaces solides.[8]

1.1.3.1.3. Les lipopolysaccharides
LPS est un composant principal de la membrane externe de P. aeruginosa. Il est composé de
trois entités synthétisées séparément le lipide A, I'antigéne O et le noyau. Son rdle consiste a

I'activité endotoxinique et la spécificité antigénique de la bactérie [9].

1.1.3.1.4 Facteur d’attachement type fimbriae (ou Cup)
Pour P. aeruginosa, ces éléments d'attachement jouent un rdle crucial dans I'adhérence a

surfaces abiotiques telles que le verre et le plastique, ainsi que dans la création du biofilm. [10]

1.1.3.2. Facteurs impliqués dans la colonisation de I'hote
1.1.3.2.1 Exotoxine

L'exotoxine est produite lorsque des cellules bactériennes entrent en contact avec des cellules
eucaryotes et si le milieu environnant est pauvre en Ca?*. Le cytosquelette et I'arrondissement
des cellules eucaryotes in vitro[11]. Sont réarrangés par Exos et ExoT. L’Exos n'est pas
indispensable pour commencer l'infection, mais plutdét pour détruire les tissus au niveau de
l'inflammation et favoriser la propagation des bactéries. Une fois introduite dans la cellule
eucaryote, cette protéine s'attaque aux filaments d'actine, ce qui entraine une cytotoxicité et

une résistance a la phagocytose. [12]
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1.1.3.2.2. Elastase

L'élastase de la bactérie P. aeruginosa est I'un des douze facteurs de virulence secrétés lors
d'une infection[13]. Elle agit in vitro en dégradant I'élastine et le collagéne, ainsi qu'en
protéolysat I'immunoglobuline IgG et en inhibant la protéinase du sérum. Cela démontre
clairement son potentiel pathogéne lors d'une infection par P. aeruginosa. L'élastase de P,
aeruginosa, également connue sous le nom de Pseudolysin, est une métalloprotéinase a zinc

de la famille M4, également connue sous le nom de métalloprotéase neutrophile [14].

1.1.3.2.3. Les rhamnolipides

Il s'agit de glycolipides extrinséques thermostables qui ont la capacité d'émulsionner les
phosphates membranaires grace a leur activité détergente. Elles altérent le déplacement des
mucus et les mouvements des ciliés de ['épithélium respiratoire humain. De plus, elles
empéchent la phagocytose et jouent également un réle dans le maintien de I'organisation des
biofilms[15]. Ainsi, elles jouent un réle dans l'invasion du tissu pulmonaire par P. aeruginosa et
sont présentes en grande quantité dans les crachats de patients atteints de mucoviscidose

infectés par cette bactérie[16].

1.1.3.2.4. Les chromophores

Comme la majorité des bactéries Gram négatif aérobies, P. aeruginosa rencontre un probléme
d'insolubilité du fer (lll) et doit donc produire des molécules qui chélatent le fer (lll), les
sidérophores. Ce microorganisme peut extraire du fer des transferrines, des ferritines, de
I'hnémoglobine et d'autres protéines de I'néte qui contiennent du fer grace a ces protéines[17].
Par la suite, un récepteur spécifique a la surface de la membrane externe (FpvA) capte le
complexe ferri-sidérophore obtenu. Deux types de sidérophores sont produits par P

aeruginosa : la pyoverdine et la pyocheline. [18]

1.1.3.2.5. Quorum sensing

Le quorum sensing (QS) est le principal mécanisme de régulation de la pathogénicité et de
I'adaptation écologique chez P. aeruginosa [19]. La base de ce systéme de régulation repose
sur la capacité des bactéries a communiquer entre elles, ce qui leur permet de coordonner

leur comportement et de fonctionner comme un organisme pluricellulaire[20] .

I.1.4. Resistance antibactérienne de P. aeruginosa

On définit généralement la multirésistance chez P. aeruginosa comme la résistance ou la
diminution de la sensibilit¢ a au moins trois types d'antibiotiques actifs sur les souches
sauvages : (1) Les B-lactamines non carbapénémes (pénicillines, céphalosporines et P,

aeruginosa) ; (2) Les carbapénémes ; (3) Les fluoroquinolones et (4) Les aminosides.
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Figure 2 Mécanismes de résistance antibiotique chez P. aeruginosa (Luke L. Proctor et al ., 2021)

1.1.5. Réponse immunitaire innée lors de I'infection a P. aeruginosa

Le systéme immunitaire inné est indispensable pour gérer les infections par P. aeruginosa. Les
phagocytes professionnels, principalement les monocytes/macrophages et les neutrophiles,
jouent un réle essentiel dans ce processus en éliminant les microbes envahisseurs et en
produisant des agents antimicrobiens. De nombreux motifs moléculaires associés aux
microbes (PAMPSs) conservés ont été associés a I'activation de la réponse immunitaire innée
de I'néte a P. aeruginosa. Les PAMPs sont repérés par un groupe de récepteurs codés par les
cellules du systéme immunitaire présentes dans les tissus dits sentinelles (mastocytes,
macrophages et cellules dendritiques tissulaires), les PRR (Pattern recognition receptor), qui
incluent des récepteurs de surface cellulaire de type Toll (TLR) et des récepteurs cytosoliques
de type Nod (NLR). La molécule MyD88, adaptatrice pour presque tous les TLRs, est
indispensable pour gérer la cascade d’activation des cellules immunitaires .[21] Les différents
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acteurs de l'immunité interagissent directement ou par la sécrétion de cytokines et de

chimiokines lors de l'infection afin de détruire les pathogénes [22].

1.1. Macrophage

I.2.1. Caractéristiques générales des macrophages

Les macrophages(M@) sont des cellules résidents dans les tissus et sont capables d’ingérer
différentes pathogénes et agents infectieux. Aeschoff a défini les M@ en 1924 comme des
cellules du systéme réticulo-endothélial (RES). Cela signifiait que les M provenaient, vivaient
et se renouvelaient dans ce tissu, qui regroupe les cellules de Kupffer du foie, les cellules
tapissant les sinus de la rate, les ganglions lymphatiques, la moelle osseuse et les cellules
endothéliales. Ralph Van Furth a suggeéré l'existence du systeme de phagocytes
mononucléaires a la fin des années 1960. Tous les Mg, y compris les Mg tissulaires et les
cellules inflammatoires (M@ recrutés lors de l'inflammation, c'est-a-dire aussi les M dérivés),

sont présents dans ce systéme[23].

Ces cellules sont des cellules immunitaires innées trés hétérogéne qui peuvent étre issues
de monocytes, qui sont eux méme dérivées de cellules précurseurs myéloides de la moelle
osseuse [24] , de plus elles sont classées en sous-populations en fonction de leur
emplacement anatomique et de leur phénotype fonctionnel. Les ostéoclastes (os), les M@
alvéolaires (poumon), les histiocytes (tissu conjonctif interstitiel) et les cellules de Kupffer (foie)
sont des Mg spécialisés résidants dans les tissus. Les Mg de la zone marginale de la rate et
les M@ sinusaux sous-capsulaires des ganglions lymphatiques (LN) sont des populations
distinctes de Mg présentes dans les organes lymphoides secondaires. Le cerveau
(microglies), les yeux et les testicules sont des sites immuno-privilégiés ou des sous-
populations différentes de M@ patrouillent également. Ces sous-populations de Mg propres
aux tissus consomment des substances étrangéres et recrutent des Mg supplémentaires dans

la circulation lors d'une infection ou aprés une blessure. [25]
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1.2.2. L’origine des Mg

Les Mo tissulaires peuvent provenir de deux origines différentes : soit de progéniteurs
embryonnaires, soit de monocytes sanguins. Les populations principales de Mg se forment
avant la naissance [26]. Ces cellules se forment a partir de M¢ primitifs du sac vitellin ou de
monocytes hépatiques foetaux embryonnaires et se reconstituent elles-mémes. Les premiers
progéniteurs érythromyéloides (EMP) sont produits par les M@ du sac vitellin, tandis que les
C-Myb + EMP tardifs ensemencent le foie fcetal et produisent des monocytes foetaux. Les EMP
précoces et les EMP c-Myb + tardifs se produisent dans le sac vitellin[27]. Les microglies sont
principalement préparées par les M@ du sac vitellin, tandis que les monocytes foetaux se
distinguent en grande partie des autres M@. Dans le derme et les tissus intestinaux, les M@
sont renouvelés par des monocytes adultes provenant de HSC[28]. Par ailleurs, il existe des

Mo a double origine dans la rate, les reins et le pancréas [29].
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Figure 4 Origine et auto-renouvellement des Mo (Fan de Xueli, 2016).

1.2.3. Polarisation phénotypique du macrophage

La polarisation des Mg désigne I'état d'activation des M@, généralement divisés en M1, qui
sont des Mg pro-inflammatoires, qui sont activés de maniére classique, ou M2, qui sont des
Mo anti-inflammatoires, qui sont activés de maniére alternative[30] .La polarisation des Mg
classiquement activés est provoquée par I'exposition a des molécules inflammatoires comme
les lipopolysaccharides (LPS) ou les cytokines des cellules T auxiliaires de type 1 (Th1)
comme l'interféron gamma (IFN-y), le GM-CSF et le TNF-a. Par ailleurs, les M¢ activés de
maniere alterne se polarisent en réponse aux cytokines Th2 présentes dans le

microenvironnement, comme I'lL-4 et I'lL-13.

Immédiatement, aprés la formation d'une plaie, les M@ M1 sont recrutés et participent a la
réponse initiale a l'inflammation dans le cadre de la réponse immunitaire. Ces M@ augmentent
l'inflammation locale en sécrétant de grandes quantités de cytokines pro-inflammatoires et
d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS) afin de supprimer les agents pathogénes ou autres
corps étrangers du site blessé. Les niveaux élevés d'lL-12, d'IL-23, d'IL-6, de TNF-qa, d'lL-1q,
d'oxyde nitrique synthase inductible (INOS) et d'IL-1 sont des cytokines des M@ M1 impliqués

dans ce processus|[31]. Par la suite, il a été démontré que I'lL-4 et I'lL-13 ne sont pas seulement

10
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des inhibiteurs de l'activation des Mg, mais qu'ils induisent une forme alternative d'activation
des Mo M2.

Il est maintenant connu que plusieurs autres cytokines peuvent influencer la polarisation de
M2. L'IL-33 fait partie de la famille des cytokines IL-1 qui est liée a la polarisation Th2 et M2.
La polarisation des Mg alvéolaires induite par I'lL-13 est amplifiée par I'IL-33, ce qui entraine
un phénotype M2 qui se distingue par une régulation positive de M1, de l'arginase 1, de CCL24
et de CCL17, qui jouent un réle dans I'éosinophilie pulmonaire et l'inflammation [32]. Une autre
cytokine liée au TH2, I'lL-21, est responsable de I'activation M2 des Me. L'activation et la

polarisation des Mg sont également influencées par les facteurs stimulant les colonies[33].

Les cellules M1 présentent un phénotype IL-12 élevé, IL-23 élevé et IL-10 faible. Elles sont
des producteurs efficaces de molécules effectrices (intermédiaires réactifs de I'oxygéne et de
I'azote) ainsi que de cytokines inflammatoires (IL-1 B, TNF, IL-6), et jouent un rble clé en tant
que cellules inductrices et effectrices des réponses Th1 polarisées [34]. De plus, elles
médiatisent la résistance contre les parasites intracellulaires, les tumeurs et les bactéries. Les
M@ M2 présentent un phénotype faible d'IL-12, d'IL-23 et d'IL-10 élevée, avec une capacité
variable a synthétiser des cytokines inflammatoires, en fonction du signal utilisé. En général,
les cellules M2 ont des niveaux élevés de récepteurs de type scavenger, mannose et

galactose, et le métabolisme de I'arginine est transféré vers I'ornithine et les polyamines. [35]
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Figure 5 : Polarisation Mg M1/M2 (Youhan Wang.2019)
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Le métabolisme lipidique joue un réle crucial dans la modulation de la réponse immunitaire
des Mo. Le cholestérol et ses dérivés peuvent avoir des effets pro- et anti-inflammatoires, et
leur équilibre est finement régulé par des facteurs tels que LXR et le 25-HC[36] aussi joue un
réle crucial dans l'immunité entrainée des M¢ en modulant la réponse inflammatoire, le
métabolisme lipidique, la présentation de I'antigéne et la costimulation des lymphocytes T, et

potentiellement la mémoire immunitaire

1.2.4. Immunité entrainée dépendante du métabolisme de CHOL

L'immunité entrainée, découverte récente dans le domaine de I'immunologie, bouleverse notre
compréhension des mécanismes de défense de l'organisme. Contrairement a l'immunité
acquise, qui repose sur la reconnaissance spécifique d'agents pathogénes par des
lymphocytes, limmunité entrainée offre une protection plus large et durable contre les
infections, en "entrainant" les cellules du systéme immunitaire inné a mieux combattre les

envahisseurs.

Est un processus par lequel les cellules immunitaires, telles que les M@, développent une
mémoire immunologique aprés une exposition a un stimulus microbien initial. Cette mémoire
permet aux M@ de répondre plus rapidement et plus efficacement aux infections ultérieures.
Le métabolisme lipidique joue un réle crucial dans l'immunité entrainée, et le cholestérol, en

particulier, a plusieurs fonctions importantes dans les Mg activés [37] :

- Activant, un récepteur nucléaire, qui supprime l'inflammation et favorise la résolution
de la réponse immunitaire.

- Modifiant 'noméostasie membranaire pour assurer une signalisation cellulaire et une
fonction immunitaire optimales.

- Contribuant a la présentation de I'antigéne et a la Co-stimulation des lymphocytes T,
cellules essentielles pour la défense contre les infections.

- Peut modifier I'épigénétique des Me, influengant leur capacité a répondre aux

infections ultérieures.

Le cholestérol pourrait étre important pour la maintenance des cellules mémoires des M@

12
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1.2. Erythrocytes :

1.3.1. Caractéristiques générales

Le globule rouge est le composant cellulaire le plus abondant du sang (> 99 %), avec un
nombre total dans le corps humain, s'éléve a environ 30 000 milliards dans un microlitre de
sang humain. En général, la durée de vie des érythrocytes humains est comprise entre 100 et
120 jours. Ce sont des cellules hautement différenciées qui ont perdu tous les organites et la
majorité des mécanismes intracellulaires pendant leur phase de maturation[38]. Cette
structure cellulaire a été modifiée pour favoriser I'accumulation d'hémoglobine une protéine
qui assure l'apport d'oxygéne (O2) aux tissus périphériques. Les érythrocytes ont pour
principale fonction de transporter I'oxygéne et le dioxyde de carbone. Outre cette fonction
d'échange de gaz, ils contribuent également a I'équilibre en préservant contre les dommages
oxydatifs et en régulant la répartition du flux sanguin dans le muscle squelettique. Ces cellules
jouent un réle nécessaire dans toutes les étapes de la vie : embryonnaire, foetale, néonatale,

adolescente et adulte [39].

1.3.2. Développement des érythrocytes
Le sac vitellin est le premier lieu de production des cellules de la lignée érythroide. Les

erythroides sont des cellules nucléées et de courte durée. Elles proviennent de cellules
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mésodermiques dérivées des cellules épiblastiques qui pénétrent par la séquence primitive.
Les cellules mésodermiques nouvellement formées se déplacent vers arriére, entrent dans le
sac vitellin et s'associent étroitement aux cellules de l'endoderme, ce qui entraine une
interaction entre les deux couches cellulaires nécessaire a I'érythropoiése. Il est remarquable
que les cellules mésodermiques qui se déplacent dans le sac vitellin forment des ilots sanguins

qui renferment non seulement des GR, mais aussi des cellules endothéliales [40].
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Figure 7 : Développement des érythrocytes

1.3.3. Réle immunitaire des érythrocytes

Les interactions entre les M@ et les GR jouent un rdle crucial dans la clairance et I'équilibre
des GR. Les Mo résidants du foie et de la rate surveillent les GR qui circulent et éliminent ceux
qui sont en fin de vie ou qui ont subi des dommages irréparables de la circulation. De plus, de
nouvelles données indiquent que le vieillissement expérimental des GR entraine une

modification de la conformation de CD47, ce qui transforme la molécule d'inhibitrice en
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molécule activatrice. Méme si les GR ne subissent pas d'apoptose classique car ils ne
contiennent pas de noyau, de mitochondries ou d'autres organites cellulaires, le processus
qu'ils subissent a déja été désigné comme « éryptose » en raison de ses nombreuses

similitudes avec la mort cellulaire programmée.[43]

1.3.4. Interaction érythrocytes-pathogénes

Il existe une grande variété de parasites qui envahissent les érythrocytes des vertébrés,
entrainant un éventail varié de conséquences néfastes et de maladies dans l'organisme héte
[42]. L'environnement de I'héte est complexe, avec un grand nombre de facteurs biologiques
interdépendants, tels que les barriéres physiques et biologiques comme la peau et le systéme
immunitaire des muqueuses, qui ont un impact sur la capacité des agents pathogénes a
pénétrer I'héte. Aprés l'atteinte des barriéres primaires par un agent pathogéne et son entrée
dans le systéme circulatoire, les érythrocytes peuvent devenir une véritable cible pour la

propagation/le transport de I'agent pathogéne dans tout I'organisme [43]

1.3.5. Interaction érythrocytes et systéme immunitaire

Les érythrocytes ont été décrits par Nelson comme étant directement impliqués dans la
réaction du complexe immunitaire, suggérant un réle essentiel pour cette cellule. Plusieurs
études ont montré cette interaction entre les érythrocytes et le complexe immunitaire.

Les GR humains sain produisent des composés protéiques qui permettent de préserver la
survie des lymphocytes T et d'empécher l'apoptose des lymphocytes T provoquée par
I'activation. En réponse au LPS, les GR sains peuvent également empécher la maturation
complete des DC, ce qui entraine des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles
typiques des DC immatures/tolérogénes, telles qu'une production élevée d'IL-10.

Une transition vers la voie anti-inflammatoire des M@ M2 pourrait étre favorisée par des GR
sains dans des conditions non inflammatoires. De cette maniére, les GR sain peuvent jouer
un rdle immunomodulateur en soutenant les mécanismes anti-inflammatoires et
antiathérogénes. Les GR subissent un stress oxydatif ou sont stockés dans des conditions ou
ils présentent un phénotype oxydé/sénescent, ce qui entraine une altération de I'antigéne de
surface ou la libération de vésicules extracellulaires.

De cette maniére, les GR sain peuvent jouer un réle immunomodulateur en soutenant les
mécanismes anti-inflammatoires et antiathérogénes. Les GR subissent un stress oxydatif ou
sont stockés dans des conditions ou ils présentent un phénotype oxydé/sénescent, ce qui
entraine une altération de I'antigéne de surface ou la libération de vésicules extracellulaires.
Ainsi, les GR oxydés/sénescents ou les vésicules dérivées des GR ont la capacité d'accroitre
la prolifération et I'apoptose des lymphocytes T provoquées par les mitogenes et de stimuler

une réponse cytokine pro-inflammatoire et pro athérogéne T helper 1 (Th1).
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Les GR oxydés/sénescents, qui ne peuvent pas contrdler la maturation des DC causée par le
LPS, favorisent la maturation des DC vers un profil de DC qui peut stimuler une réponse
cellulaire Th1 pro inflammatoire. Les GR conservés ont la capacité de polariser les M@ vers la

voie classique d'activation des Mg M1 liée a la production de cytokines pro inflammatoires.[41]

Mitogen-induced T cell activation LPS- induced DC maturation Macrophage polarization
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’ Oxidized/senescent RBCs ﬁ Inmature dendvitic cdl % Mature dendritic cell
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@ T helper 1 cell

Figure 8 : Interactions entre les GR sains ou oxydés/sénescents et les cellules

immunitaires (Adapté de Buttari et al., 2015)
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I.3.Problématique

Les infections a Pseudomonas aeruginosa représentent un danger alarmant de nos jours, car
elles peuvent provoquer des infections aigués ou chroniques, parfois graves et mortelles. P,
aeruginosa a également la capacité d'échapper a la réponse immunitaire de I'héte et de
persister au cours des infections chroniques. Renforcer la réponse immunitaire innée contre
cette bactérie peut donc aider a I'éradiquer de maniére plus efficace. De plus, les macrophages
sont des cellules sentinelles présentes partout dans le corps. Leur fonction est de détecter les
signes d'agression, que ce soit par des menaces endogénes ou par des agents infectieux. Les
érythrocytes, bien qu'ils soient des cellules hautement différenciées qui ont perdu tous leurs
organites au cours de leur maturation, ont longtemps été classés comme de simples
transporteurs d'oxygéne. Cependant, des recherches récentes ont montré qu'ils jouent un réle

important dans la réponse immunitaire innée.
But

Evaluer l'effet bidirectionnel des macrophages et des érythrocytes sur la réponse innée

entrainée médiée par le cholestérol lors de l'infection par P. aeruginosa.

Objectifs

Mettre en évidence le réle potentiel des globules rouges (GRs) des macrophages dans
l'induction d'une réponse innée entrainée médiée par le cholestérol lors de l'infection par P.

aeruginosa.

Examiner le réle des érythrocytes en tant qu'aide potentielle pour les macrophages et vice-

versa lors de cette réponse immunitaire.
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Discussion

V. Discussion :

L'immunité innée, premiére ligne de défense de I'organisme, joue un réle crucial dans la lutte
contre les infections en reconnaissant et en éliminant rapidement les agents pathogénes.
Cependant, cette réponse immunitaire innée est souvent non spécifique et ne procure pas de
mémoire immunitaire durable, c'est ici que I'immunité innée entrainée entre en jeu L'immunité
innée entrainée ne nécessite pas d'exposition préalable a un agent pathogéne spécifique. Au
lieu de cela, elle s'appuie sur I'entrainement des cellules immunitaires innées, telles que les
macrophages et les cellules dendritiques, a reconnaitre des motifs moléculaires communs aux
agents pathogénes [44] Les macrophages, en tant que sentinelles entrainées de l'immunité
innée, jouent un réle essentiel dans la défense de I'organisme contre les infections, ils
développent une mémoire immunitaire innée, un processus distinct qui leur permet de
reconnaitre et de réagir plus efficacement aux agents pathogénes rencontrés
précédemment.[45] Les globules rouges, bien que souvent considérés comme de simples
transporteurs d'oxygeéne, jouent un réle crucial dans la modulation de la réponse inflammatoire
et l'aide aux macrophages dans leur fonction antimicrobienne[46]. Des études récentes ont
indiqué que la teneur en cholestérol et son métabolisme intra cellulaire dans les cellules
immunitaires sont considérées comme des facteurs déterminants, modulants 'immunité innée
et adaptative[47]. Dans notre étude nous avons observées que l'infection des Mg et des GR
a P, aeruginosa induit une augmentation significative de la teneur en CHOL totale. A ce sujet,
il a été rapporté que les lipoprotéines de basse densité oxydés (oxLDL) et 'augmentation du
CHOL induisent une mémoire immunitaire innée , un processus dans lequel les cellules
immunitaire innée myéloides et leur progéniteurs interviennent dans I'épigénétique , le
remodelage de la chromatine et la reprogrammation fonctionnelle pour créer une réponse a
un stimulus précédemment reconnue , permettant une protection contre les infections
hétérologues [47] [48]. De plus, 'accumulation du CHOL dans les cellules immunitaires innées
favorise I'activation de I'inflammasome et la signalisation des TLR Qui boostent les réponse
inflammatoires [49]. Par conséquent I'infection des M et des GR a P. aeruginosa pourrait étre
un facteur d’activation important du processus du mémoire de I'immunité innée « Trained
immunity ». Enfin nous avons remarquées que dans les Mg la Co culture a augmentée
significativement le taux de cholestérol cellulaire totale cependant la coculture avec 'infection
a diminuée mais reste supérieure a celles de M@ seule non infectées (contréle). Dans les GR
la coculture a diminuée significativement le taux de cholestérol cellulaire totale cependant la
coculture avec l'infection a augmentée par rapport aux GR seule non infectées (contrdle). Il
serait donc trés intéressant de démontrer que les GR ont un effet immunomodulateur sur

limmunité entrainée dépendant du CHOL



Conclusions et perspectives

V. Conclusions et perspectives

P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste, ce qui signifie qu'elle peut causer des maladies
chez les personnes dont le systéme immunitaire est affaibli. Elle est difficile a traiter car elle
est résistante a de nombreux antibiotiques. Par conséquent, il reste une menace majeure pour
la santé publique. Les macrophages, des cellules phagocytaires du systéme immunitaire inné,
jouent un role crucial dans la défense contre les infections a P. aeruginosa. L'interaction
bidirectionnelle entre les macrophages et les globules rouges joue un réle crucial dans la
défense de I'h6te contre les infections a P. aeruginosa. Les macrophages activent les globules
rouges via des mécanismes multiples, les transformant en effecteurs pro inflammatoires qui
contribuent a I'élimination des bactéries. En retour, les globules rouges fournissent aux
macrophages des molécules essentielles et modulent leur activité, renforgant ainsi la réponse

immunitaire innée.

Dans notre étude, nous avons pu démontrer que l'interaction entre les M@ et les GR pourrait
favoriser la survie et améliorer les fonctions des Mg tout en induisant son activité de
modulatrice et assistance au cours de l'infection a P. aeruginosa. Notre travail rapporte I'effet
de l'interaction de M@ et de GR sur la réponse immunitaire innée entrainée dépendant du
CHOL durant l'infection a P. aeruginosa et nous avons constaté que les GR joue un rble de
immunomodulateur et immunorégulateur, selon I'environnement infectieux en modulant et/ou
régulant les activités fonctionnelles globales du M@. Cependant, ces derniers utilisent les RBC

principalement comme réservoir.



26

Perspective

L'infection a Pseudomonas aeruginosa est un probléme de santé publique majeur, en
particulier chez les individus immunodéprimés. La compréhension des mécanismes de
I'immunité contre P. aeruginosa est essentielle pour le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques. L'effet bidirectionnel entre les macrophages et les globules rouges est un
élément clé de l'immunité contre P. aeruginosa. Une meilleure compréhension de ce réle
pourrait conduire a de nouvelles approches thérapeutiques et/ou prophylactiques contre les

infections a Pseudomonas aeruginosa.
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