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Introduction

|. Introduction

1. PrZsentation gZnZrale déandida albicans

1.1 CaractZristiques gZnZrales.

1.1.1 Taxonomie et morphologie d€. albicans

Ce microorganisme est classZ dans le Phylum des Ascomycota, classe des
Saccharomycetes, ordre des Saccharomycetales, famille des Saccharomycetales

mitosporiques.

Ce champignon adopteois formes morphologiques majeurda forme levure (encore
appelZe blastoconidie), la forme pseingphe et la forme hyphé&igure 1). La forme levure
est ovoede, mesure de 3~ 10 !'m de diamstre, se multiplie par bourgeonnement et se prZsente
gZnZralment sous forme de cellules isolZes. Les pseudohyphes rZsultent d'un allongement
apical des bourgeons qui ne se sZparent plus de la cellule mere et conduisent donc " la
formation de cha’nettes. Les hyphes forment des structures tubulaires, parfois branchZe
constituZes dhe suite d'articles mononuclZ4ls s'allongent par l'apex et I'afe terminal se

divise par scissiparitZ quand letaille a environ doub&(Sudberyet al, 2004)

Exceptionnellement et sowertaines conditions vitro, C. albicanspeut former des
chlamydosporescomme par exemple apres une culture ~ faible tempZrature dans un milieu
pauvre complZmentZ dOun dZtergent (TweenFRf)réle). Les chlamydospores sont des
cellules rondes " pardfpaisse et lisse, formZes par diffZrents champignons, voire meme des

algues. ChezC. albicans ou C. tropicalis elles se forment ~ [OextrZmitZ des hyphes



Figure 1 : Les quatre formes deC. albicans.

C. albicansest sous forme levure (c) et peut se retrouver sous forme hyphe
(a, d) lorsque les conditions le permettent (pH basique, 37iC, sZrum).
LOhyphe est gZnZrallement prZcZdZ par la formation dOun tube germinatif (b).
Sur cette meme photo faite au microscope Zlectronique, on peut voir les
cicatrices laissZes par la cellule fille lors de la multiplication cellulaire qui se
fait par bourgeonnement. Plus rarement on rencontre la chlamydospore,
rZfringente au bout des hyphes en microscopie optique (e).
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(Hasenclever, 1971).es mZcanismes molZculaires aboutissant ~ cette forme sont tres mal

connus, de meme que sa formetiet son implication dans la virulence.

D'une maniere plus gZnZrale, le basculement d'une forme " l'autre est fortement
dZpendant des conditions environnementales (pH, tempZrature, prZsence'on sopport,
nature du milieu, &2E), Nous n'avons cepefant qu'une ma’trise empirique de ces

conditions, les signaux molZculaires exacts restant inconnus.

1.1.2 GZnZtique d€. albicans

Cette levure est strictement diplosde et possede 8 paires de chromosomes pour un
gZnome haploede dOenviron 16 Mbases. L@émpgolymorphisme allZlique touchant
certains de ses genes lui permet dOaugmenter sa diversitZ gZnZtique et contribue ~ son
adaptation” diffZrents environnementst "~ IQacquisition de rZsistance aux antifongiques

(Cowen, 2001; Cowesnt al, 2001; Yesland & Fonzi, 2000)

Cette levure a deux particularitZs gZnZtiques qui feraient aussi partiedasismes
qu'elle a dZvelopp@our maintenir sa diversitZ gZnZtiq@elds, 201Q)en l'absence de cycle
sexuel complet. Ces particularitZs sont aussi pour les phylogZnZticiens des indices prZcieux

permettant de retracer son Zvolution dans le regne des chamgigno

- LOusage particulier du codon CUG
Comme dQautres especes du g&ardidaphylogZnZtiquement proche. albicansa une
lecture particuliere pour un codarCUG est traduit en sZrine et non en leudBeEs especes
forment le clade CTGFjgure 2). Ceci semble stre dZ ~ |Oapparition dOun nouveau tRNA
serine (tRNAacSer) chargZ dans 97% des cas par une aminoacyl acyl tRNA synthase serine
(SerRS) et dans 3% des cas par la synthase LeuRS.afsitguetZZlargit le protZome et
accro’t la diversitZ phZnotypig, en particulier en conditions de stress os |OambigustZ atteint

5% et permet IQexpression de phZnotypes mieux adaptZs (sZcrZtion accrue de lipases,



Figure 2 : PhylogZnie de souches d€andida sppathogenes
parmi des especes pathogenes ou non-pathogenéddds 2010).
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protZases, adhZsines et colonisation de IOh™te par exemple). En corollaire, cette Zvolution ¢
entra’nZ lalisparition de 99% des codons ancestraux CUG remplacZs par un codon synonyme
par mutation du codon CUG, lorsquartigYitZne pouvait «tre tolZrZé¢Butler et al, 2009;

Mouraet al, 2009)

- Le cycle parasexuel

Sa deuxieme particularitZ rZside dans le fait quOelle a un cycle parassbeupeut
conjuguer pour former des tZtraploedes, mais il nOa jamais ZtZ observZ de mZiose pour le
retour ~ I0Ztat diploede. Ce champignon diplo-de seidt en effet se croiser puisquOil existe
deux idiomorphes au locus du signe sexuel, similaires aux dwi#€Ba et MAT! de S.
cerevisiae Ces genes rZgulent I0identitZ sexuelle des champignons par des systemes de
rZgulations transcriptionnelles qui ont péteurs divergZ non seulement en@ealbicanset
S. cerevisiagmais Zgalement au sein du ge@andida(Soll et al, 2009) La plupart des
souches Ztant hZtZrozygagpesir le locus du signe, la conjugaison nZcessite en premisre Ztape
de gZnZrer des homozygotes pour le signe, et en seconde Ztape de trouver un partenaire
homozygote de signe opposZ. Une Ztude rZcente a cependant montrZ que, tout comme chez le
champignon pinogeneCryptococcus neormansdes souches de meme signe sexuel chez
albicanspeuvent parfois se croiser et donc prZsenter un phZnotype homottialiyuet al,
2009; Heitman, 2009)Apres la conjugaison, leetour ~ 10Ztat diploede se fait non pas par
mZiose mais par perte chromosomique alZatoire sans production de(#ioyest al, 2009;
Heitman, 2009)Ce cycle parasexuel peut «tre ~ IQorigine de rZarrangementsosiomiques

et gZnZrer de nouvelles combinaisons dOgBkégs, 201Q)
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1.2 Le pathogene opportunist€. albicans

1.2.1 De IOZtat commsal ~ I0Ztat pathogene

C. albicansest un microorganisme naturellement prZsent chez IOh¢dEmdert,
2009) La colonisation concerne majoritairement le tractus gastiestinal, mais aussi le
tractus gZnital et/ou la peau. La transmission peut se faire de la mere ~ IOenfant lors de
IQacquisition de la flore maternelle pendant ldgog& pZrinatale. La persistance de
commensaux chez IOhomme suggere quOils posssdent un arsenal de molZcules dirigZes contre
les mZcanismes de dZfenses de IOh™te aboutissant ~ un Ztat de tolZrance. Lorsque le systerr
immunitaire est affaibli ou que le maliiote est altZrZ, cet Zquilibre est rompu et le
commensal devient un pathogene opportuniste qui peut alors se dZvelopper, envahir IOh™te et

induire la maladie.

1.2.2 Aspects cliniques

C. albicanspeut alorsetre ~ 10origine dQinfections de grayitdportionnelle ~ IO Ztat

immunologique du patient.

¥ Candidoses superficielles :

Les candidoses gZnitales sont frZquentes et touchent 3 femmes sur 4, souvent pendant la
grossess¢€Soong & Einarson, 2009).es muqueuses buccales (muguet du nourrisson) et les
rZgions humides de 10Zpiderme (plis, ongles) peuvent aussi tre le siege dOinfections
superficidles. Les candidoses oropharyngZes reprZsentent la cause dQinfection opportuniste la
plus commune chez les sujets immunodZficients et cOest une des premieres manifestations du
SIDA. Ces patients sont prZdisposZs ~ des infections chroniques, dOinteredilé ear
proportionnelle au dZveloppement du SIDA. De plus, le traitement de ces candidoses peut stre
limitZ par |Qapparition de rZsistances aux antifongiques accentuZes par la rZcurrence de

|Oinfectior{Hamzaet al, 2008) et IOobligation dOun traitement prZventif en permanence.
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¥ Candidoses systZmiques :

Le terme de candidoses systZmiques dZsigne " la fois les candidZmies (dissZmination
hZmatogene objectivZe par une hZmoculture positive), les candidoses viscZrales profondes
ainsi que les candidoses Isophagienii@om & Forrest, 2006)Du fait de leur survenue au
cours du traitement de pathologies lourdes chez des patients fragiles ou immunodZprimZs
comme les transplantZs, les candidoses profondes se dZclarent le plus souvent ~ IOh™pital e
sont donc considZrZes comdes infections nosocomiales. La mortalitZ globale varie entre 30
% et 50 %, cependant elle est difficile ~ Zvaluer compte tenu de la gravitZ des pathologies

associZes.

1.2.3 EpidZmiologie des infections Candida

Les Ztudes ZpidZmiologiques font suiteed duestions posZes par les cliniciens, telles
que: Quelles sont les sources dOinfectidrDinfection estlle causZe par une seule souzhe
Est ce qulil y a des souches spZcifigues dOun degrZ dOmnfestiorrZpondre ~ ces
questions il existe aujoufthui des approches fiables pour identifier et comparer les souches
cliniques comme I€MutiLocus Sequence Typirl§ (MLST) ou l'analyse des microsatellites

(Odds, 2010)

- EpidZmiologie d&€andida spp
De manisre gZnZrale, le recensement mondial des candidoses a montrZ une
augmentation des candidoses invasives, avec une augmentation des candidosiésa’ spp
nonalbicans Cetteobservation estorrZlZe " la tolZrance ZlevZe que prZsentent certaines de
ces nouvelles especes ¥isvis des antifongiques habituellement utilisZs en premisre intention
comme les azolZs (voir plus bd€§onciaet al, 2009) La rZsistance de ces souches aux
antifongiques communs a Zgalement ZtZreseen AmZrique du Nord et en Europe Centrale

(Sobel, 2006)La prZdominance deandida spp(C. glabratg C. krusej C. tropicaliset C.
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parapsilosiy sOest faite progressivement. Meme si les candidoses invasives sont toujours
majoritairement provoquZes par albicans Candidaglabrata est responsable de 15 ~ 20%
des infections dans le mondklean et al, 2008) Le taux dOisolats d& tropicalis et C.

parapsilosisest en augmentation depuis 19P7aller & Diekema, 2007)

En ce qui concerne les candidZmie€andida spp des variations non seulement
temporelles mais aussi gZographiques ont ZtZ observZes. Les candidZamesda spp
occupent le quatriemeang des septicZmies nosocomiales aux USA et sont le plus souvent

observZes chez les patients sZjournant en unitZs de soins ifkdeaifst al, 2008)

C. albicansest |Oespece la plus souvent isolZe dansdesidoses oropharyngZes
(84,5%), suivie deC. glabrata (6,8%) etC. krusei(3,4%). Il nOa pas ZtZ observZ de
diffZrences de la distribution des especes entre les infections primaires et celles rZcurrentes
(Hamzaet al, 2008) C. dubliniensisconnu pour stre rZsistant aux azolZs, est un pathogene

Zmergent pour ce type infecti@hunchanuet al, 2009)

Pour conclure, si certaines especes sont plus reprZsentZes dansdm dgpdidose, il
nOa pas ZtZ mis en Zvidence dOespece typiquement virulente ou spZcifique dOun type

d®infection.

- EpidZmiologie d&. albicans
Des Ztudes ZpidZmiologiques plus fines des souch@salkicansont ZtZ menZes par
typage molZculaire de sZqueseZpZtZes " IQaide de la sonde Ca3 et ont permis dOidentifier 5
clades deC. albicans. goupes I, II, lll, SA et E(Pujol et al, 2002; Soll & Pujol, 2003)Ces
groupes montrent une spZcificitZ gZographique. Le groupe SA est bien reprZsentZ en Afrique
du Sud, le groupe E en Europe, le groupe |l en AmZrique du Nord, et le grewp€dhada
en Ztant totalememtbsent du sud ouest detatsUnis et de IOAmifue du Nord. Les liens

phylogZnZtiques entre ces clades sont assez bien conservZs quand dQautres marqueur
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polymorphes sont utilisZs, ce qui a ZtZ interprZtZ comme confirmant la propagation

majoritairement clonale des isoldttt et al, 1999; Pujokt al, 2002)

Il existe ainsi chez les souches dOun meme clade des similitudes dans le nombre de
rZpZtition en tandem prZsentes chez certaines protZines de la paroi, telles que les Als et

Hyrl/Iff (Soll & Pujol, 2003) voir aussi plus loin

On observe Zgalement des spZcificitZs phZnotypiques caractZristiques de certains clades.
Le groupe | a par exemple la particularitZ dOstre majoritairement rZsistant ~ la flucytosine

(Tavantiet al, 2009 et " la terbinafindOdds, 2009)

En conclusion on remarque que les clades @andida ont des spZcificitZs
gZographiques, gZnZtiques et phZnotypiques. Cette capacitZ de changer en fonction de
IOenvironnement seie sOexprimer aussi ~ une plus petite Zchelle, puisquOon a remarquZ des
microvariations dOune souche colonisant un meme patient. Cela a compliquZ 10Ztude mais
nZanmoins il reste admis quOen cas de candidose un sujet est gZnZralement infectZ par un
seule souche commensale. Ces microvariations pourraient rZsulter de microZvolutions
rZpondant aux diffZrentes niches du corps humain. Le clade |, majoritairement (33%) et
universellement rZpertoriZ lors de candidoses, semble stre de ce fait le clade le mi¢dix ada

en tant que commensal humain.

1.3 Traitement des candidoses : mode dOaction des antifongiques et rZsistances
chezC. albicans

Comparativement aux antibactZriens, le nombre de mZdicaments antifongiques
disponibles est restZ limitZ. Les champignonst Hlas proches des cellules humaines que les
bactZries, la possibilitZ de trouver des cibles spZcifiques est rZduite. Les cibles des

antifongiques sont essentiellement 10ergostZrol de la membrane plasmique pour les polysnes
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et les azolZs, les acides nugli&is pour la Blucytosine et la paroi pour les Zchinocandines.

Le nombre restreint dOantifongiques rend IOZmergence de rZsistances dOautant plu:
prZoccupante. Le dZveloppement de rZsistance£cladizicansest un probleme majeur dans

le traitement desamdidoses superficielles rZcidivantes chez les patients atteints de SIDA

(Witzel et al, 2008)

Voici les antifongiques les plus utilisZs aujourd®hui

1.3.1. Les polyenes : amphotZricine B

Les polysnes sont principament reprZsentZs par |0amphotZricine B. Elle augmente la
permZabilitZ de la membrane par formation de complexes avec I0ergdsiZydl974) La
membrane devient notamment permZable au potassium, et cette fuite ionique entra’ne la mort
de la cellule. La rZsistance ~ IOamphotZricine B est associZe ~ des mutations de la voie de

synthese de IOergostZrol affectant, entre autres, |ERBS(Younget al, 2003)

1.3.2. Les azolZs

Plusieurs gZnZrations dOazolZs ont ZtZ mises sur le mawdAyudgazolZs prZsentant
IOavantage dOassocier un large spectre dOactivitZ (comparable ~ celui de IOamphotZricine B)
une toxicitZ minimale. Alors que les nouveaux triazolZs ont une activitZ fongicide sur les
champignons filamenteux, ils restent fonaigues vis -vis des levures qui sont considZrZes
comme C tolZrantes E aux azolZs car elles survivent ~ des concentrations supZrieures " la

concentration minimale inhibitrice (CMI).

Les azolZs agissent en bloquant la biosynthese de I0ergostZrol par inhibition de I0enzyme
Ergll. Les azolZs favorisent ainsi IOaccumulation de mZtabolites intermZdiaires toxiques qui
entra’nent la mort de la cellule. Il existe principalement deux mZcangen&sistance d@

albicansaux azolZs la mutation de la cible entrainant une altZration de sa reconnaissance par
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|OazolZ, ou IOactivation de transporteurs non spZcifiques qui sont des pompes " efflux de type

ABC (ATP Binding Cassette) et MFS (Major Facilitator Superfan{i§drschhauser, 2010)

1.3.3. Les Zchinocandinesla caspofungine

Elles agissent sur les levures du ge@andidaet les champignons filamenteux du
genreAspergilluset ont @nc un spectre plus Ztroit que IOamphotZricine B ou les derniers
triazolZs dZveloppZs. Les Zchinocandines inhibent la synthese des glucanes de la paroi en
bloquant 10enzyme " -3 D-glucane synthase. MalgrZ IQutilisation croissante des
Zchinocandines, le dZloppement de rZsistances reste exceptionnel. Des mutants rZsistants de
S. cerevisia®@nt pu stre obtenu# vitro et ont permis dOidentifier plusieurs mZcanismes de
rZsistance qui impliquent les protZines de la voie de la-MKkd# kinase. Certains auteviont
dZcrit un C effet paradoxalrEvitro correspondant ~ la croissance de souches sensibi@s de
albicans” des concentrations ZlevZes de caspofun@tevenset al, 2005) Ce phZnomene
pourrait stre liZ ~ une augmentation de la synthese de la chiftevenset al, 2006) Les
consZquences vivo sur 10efficacitZ dOun traitement semblent nZglig¢&idesonset al.,

2006)

2. La paroi deCandida albicans

La surface cellulaire des levures est constituZe par une paroi rigide qui joue deux r™les
essentiels maintenir 10intZgritZ de la cellule et interagir avec IOenvironnement, organique ou
inerte. PourC. albicans la paroi fait IOobjet de norebises attentions depuis les dernieres
dZcennies. La recherche de mot clZ comrathi€ansE ou (aroi deC. albicansE dans

pubmed Wwww.pubmed.goy montre que le nombre total de publications sur ce sujet a
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augmentZ considZrablement entre les annZes 2000 et les dZcennies pr4CZudfites
2008) La disponibilitZ des sZquences, ainsi que les donnZes de puces et de protZomiques ont
contribuZ fortement ~ IOaugmentation des Ztudes sur la paroi soit par des approches globales

soit en ciblant un gene en particulier.

2.1 Organisation de la paroi

Le laboratoire de Frans Klis a mis en ZvidelesesimilaritZs de structude la paroi de
C. albicanset S. cerevisiagDe Grootet al, 2003; de Grootet al, 2004; Kapteyret al,
1995) LOintZgritZ de la paroi est clairement tres importante pour la survie de ces organismes.
Le rZseau microfibrillaire de chitine et de glucanes forme un squeltiétal solide et
protecteur Figure 3). La concentrion des diffZrents composants dZpend de facteurs variZs
tels que la morphologie, le milieu de culture ou le(plis et al, 2001) mais la composition
globale de la paroi en carbohydrate reste constante (80% ~ 90% de la p&roaldecans.
Trois constituants basiques reprZsentent les polysaccharides principaux dei lalgsar
polymeres ramifiZs de glucoses liZs efll;3) et en %(1,6), les polymeres neramifiZs de N
acZtylglucosamine contenant des liaison$,4' (chitine), et les polymeres de mannose
(mannane) covalamment associZis squelette peptidiquet liZs atre eux par des liaisons #
(1,2), #(1,6) et #(1,3) (Sendidet al, 2009) De plus la paroi contient 6 ~ 25% de protZines et
1" 7% de lipides. Les glycoprotZines sont plut™t reprZsentZes " la surface, ce gei sugge
quQelles pourraient jouer un r™le important dans les interactions avec IOenvironnement.
DOautres composants sont prZsents comme les sels et les lipides qui " tres faible concentration

sont nZanmoins essentiels pour IQintZgritZ de la paroi.

2.1.1 Le squéette glucidique

La structure de la paroi de. albicansest semblable ~ celle d®. cerevisiaelLe coeur

de cette structure est composZ de3 glucanes qui sont de longs polymeres dont la synthese
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implique diffZrentes enzymes localisZes dans diffZtpartiments cellulaires, telles que

les protZines Kreou Bigl (Booneet al, 1991; Umeyamat al, 2006) Les 1,3 glucanes

sont attachZs de fason covalente " la chitine gr%.ce - ¢lucanegLesage &Bussey,

2006) Les liaisons hydrogenes entre les chaines polysaccharidiques vont former des feuillets
antiparalleles. Ce rZseau en trois dimensions de microfibrilles va confZrer " la paroi sa rigiditZ
ainsi quOune forte insolubilitZ. Chitine et glucgressent parfois se retrouver " la surface,

notamment au niveau de la cicatrice de la cellule fiee@ardonet al, 2007%.
2.1.2 La matrice protZique: les trois classes de protZines pariZtales

La matrice protZique est majoritairement composZe de protZines glycosylZes. Les
protZines pariZtales sont de trois classes, les deux premisres font intervenir des liaisons

covalates, la troisisme classe est attachZe par des liaisorsovaientes :

- La premisre etla plus abndanteest liZe aux 1,6-glucanes par une ancre

Glycosylphosphatidylinositol (GPI). Les GPIp sont dZcrites dans le paragraphe 3.2

- La deuxieme classe correspond aux protZines Pir (Proteins with internal

repeats), qui sont liZes directement atix3-glucanes.

Cette petite famille de protZines est liZe atix3'glucanes par une liaison covalente
sensible ~ 30mM de NaOKKapteynet al, 1999) La nature chimique exacte de cette liaison
reste inconnue. Ces protZines prZsentent une sZquence signal suivie d'un propeptide, puis d'un
site de dvage pour IOendoprotZase Kex2genfin d'un domaine -@rminal comprenant 4

rZsidus cystZines rZgulisrem espacZes. Elles sont caractZrisZes par la prZsence de
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rZpZtitions en nombre variable de sZquences riches en glutamine et de sites de O

glycosylation(Ruiz-Herreraet al, 2006)

Il existe 4 protZines Pirs ch& cerevisiae Pirl ~ Pir4. Gr¥%o.ce ~ une fusion avec une
protZine fluorescente, la protZine Pirl a ZtZ localisZe dans IOanneau de division cellulaire et la
rZgion rZpZe permettrait la liaison avec la pagdumitaet al, 2005) La dZIZtion des Pirs
nOest pas IZtale meme lorsque toutes les protZines sont dZIZtZes (I& pmlifarg,4, est
viable). Les mutantgir- ont un tempsie gZnZration plus long dOenviron 30%, les colonies
grandissent en amas et sonttdidle plus importanteet ont une surfac@rZguliere (Mrsa &
Tanner, 1999)LOZquipe de Mazan a ZtudiZ le phZnotype des niyiadtst" pirl,2,3,4 et a
montrZ quOun pH faible inhibe partiellement la croissantgide alors que' pirl,2,3,4 ne
pousse plugMazanet al, 2008) A contrarig ~ pH ZlevZ, ces deux mutants sont rZsistants
contrairement ~ la souche sauvage. Les mutgmtssont par ailleurs tres sensibles au
Calcofluor White ainsi quQaux autres agents perturbant la paroi tels que le sodium dodecyl
sulfate, et la cafZine. Une autre Ztude a montrZ que le muytiahi2,3,4 avait une paroi
modifiZe, contenant moins del’3-glucanes alkalsolubles liant les Pirs " la par(Eckeret
al., 2006) Au contraire la paroi est enrichie en chitine aksaluble, liZe aux GPIp par les "

1,6 glucanegKollar et al, 1997) Ce dZsZquilibre est portionnel " la quantitZ d®IR
dZIZtZes. CheS. cerevisiadl a ZtZ dZcrit un mZcanisme comgsoire appelZ Cell Wall
Integity signaling pathwayCWI) et rZsultant de la synthese de chitingletannopotZines

ainsi que de leur liaison mutuelle comme rZponse aux dommages stress de la paroi
(Klis et al, 2006; Levin, 2005)Un ZIZment clZ de cette voie est IQactivation du complexe
Mpk1 et Slt2(de Nobelet al, 2000) Chez les mutanigir ces protZines sont induit@dazan

et al, 2008)ce qu indique une activation de la voie CWI. Globalement chez les organismes

qui possedent des Pirs, il a ZtZ montrZ quelfesbuent " la soliditZ de la parda stabilitZ

16



Introduction

osmotique et quOelles joude r™le de barriere contre les enzymes antifongigues les

plantes.

ChezC. albicans deux ORFdont les produits de traduction saeimblables teux de
ScPIRlont ZtZ identifiZesIPF15363 avec 42% de similaritZ éPF19968 avec 45% de
similaritZ (elle atteint 65% dans la partigg@minale). IPF19968 possede 39 acides aminZs de
moins quelPF15363et differe aussi par une substitution dOun acide aminZ. Ces deux Orfs
sont en fait les deux allsles du ger®R1 dans la soucheZguencZe, ce que confirme la
comparaison des sZquences promotrices. Ces protZines sont prZdites comme Ztant fortement
glycosylZes et possedent les memes motifs rZpZtZs que Pig. derevisiae LOallele
IPF15363 en a 9 alors que IPF19968 en a seulemeded protZines sont dZtectables en
utilisant un antiserum anti Pir2 & cerevisiagRussoet al, 1992) Une autre Ztude a ZtZ
rZalisZe che3. cerevisiaen plasant IDORPF15363 ZtiquetZe paun ZpitopeV5 sous le
contr™le du promoteADH. La proZine marquZe copurifie (Westdstot) avec la fraction
soluble dans la soude, indiquant que cBeeerevisia@ette protZine hZtZrologue est bien liZe

au "-1,3-glucanes. La souche transformZe nOa montrZ aucun phZnotype.

- La troisisme classe de protZines pariZtales est fixZe par des liaisons non
covalentes auglycanes de la paroi. Leur nature est tres diversegiog correspondent ~ des
protZines cytoplasmiques abondantes (Hsp70, enzymes glycolytiques) et leur mZcanisme
dOarrivZe en surface fait IQobjet de dZbats (sZcrZtion non conventionnelle ou lyse cellulaire?).
Elles peuvent stre distribuZes de facon hZtZmeg¢ la surface et entra’nent parfois la

formation dOanticorps spZcifiques comme IQantigen¢\Paedl et al, 2008)
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2.2 Modifications posttraductionnelles des protZines de paroi

Au cours de leur transitanslOappareil sZcrZtoire, les protZines de paroi peuvent subir,
comme les autres protZines secrZtdiiZrents types de modifications pasiductionnelles
qui modifieront leurs propriZtZs physichimiques et affecteront leur fonctioin dehors de
la formation de ponts dsulfures, nous citerons IQajout de groupement sucrZs (glycosylation,
mannosylation) ou de glycolipides. Nous dZtaillerons plus particulisremedessbus ces

deux derniers types de modification.

2.2.1Glycosylation et mannosylationdesprotZines de paroi
Les Glycosylations

Il existe deux types de glycosylations. Les protZineglyNosylZes resoivent un
oligosaccharide gr¥%oce " la liaison entre I0azote du groupement amide de IQasparagine et la N
acZtylglucosamine. Les protZinesgicosyl£s reeoivent de courtes cha’nes de mannoses
gr¥ece " une liaison entre le groupe hydroxyle dOune sZrine ou dOune thrZonine et dOu

mannose.

La N-glycosylation des protZines est une modification hautement conservZe chez

tous les eucaryotes, certains procaryotes et la perte complste de ce mZcanisme est |Ztale.

Chez les eucaryotes ce processus est catalysZ par |Ooligosaccharyltransferase,
localisZe dans la membrane du rZticulum endoplasmique (RE). Ce complexe enzymatique
reconna’t le tripeptide AsX-Ser/Thr(X=nOimporte quel acide aminZ exceptZ la proline) sur
le polypeptide en cours de translocation dans le REcathlyse le transfert de
|Ooligrsaccharide Glc3Man9GIcNAc2 sur IOaspara@isenoyau sucrZ une fois transfZrZ sur

la protZine est remaniZ par les glucosidases | et Il lors de la vZrification de la qualitZ du
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repliement de la protZine sZcrZtZe. Les protZines correctement repliZasgmakus leur
transit vers |Oappareil de Golgi o+ la glycosylation est modifiZze par |Oaddition de longues

ramificationsde mannos@-ranzusoff & Schekman, 1989)

La O-glycosylation commence dans le RE, o* les mannosyltransferases (Pmt)
transferent le mannoselOun groupe dohol-phosphatenannose ~ une sZrine ou une
thrZonine, et se poursuit dans le Golgi o» dOautres mannosyltransfZrases (Mnt) Ztendent les
cha’nes de mannose. Ch&zalbicansil existe 5 isoformes de PnRihtl, Pmt2, Pmt4,rRt5
et Pmt6). Lesnutants knoclout ont pu stre obtenu sauf pour le gsRMT2 qui est essentiel.

Tous les autres mutangsmt ont montrZune hypersensibilitZ diffZrents degrZgour des
antifongiques et € agents perturbant la paroi. La composition de la paroi est
considZablement affectZe chez les mutgmistl et pmt4 qui prZsentent une forte diminution

du nombre de mannoprotZines pariZtalesmutant pmt4 a montrZ une morphogensse en
hyphe dZfectueuse seulement en condition aZrobie. Alors quOen condition hypoxique cette
morphogensse esplus importante que dans la shacsauvage ce qui suggecpie Pmt4
jouerait un r™le spZcifigue dOun environnement dans la voie de signalisation de la
morphogenssePar ailleurs, dans un modsle dOQinfection dissZminZe chez |laRuiTHsest
nZcessaire " la virulence @ albicans(Prill et al, 2005) Le mutantpmt5nOa pas montrZ de
phZnotype bien queMT5 soit transcrit dans ces conditioh®importance des isoforniesit
dZpendleleurs niches qui est spZcifique (Roual#tial, 2005).

Les protZines membranaires ou secrZtZes, N glycosylZes, HesaB&l peuvent otre
O-glycosylZes avec des oligosaccharides contenant jusquO~ 7 mannoses liZs ~ une sZrine ou
une thrZonine cheZ. albicans(Hayetteet al, 1992) ChezS. cerevisiaet C. albicans les
mannoses sont ajoutZs en nombre variable selon les protZines. La raison des diffZrences de

glycosylation est encore mZconnue, elle pourrait reflZter IQaccessibilitZ des substrats aux sites
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catalytiques des mannosyltransfZragastresciet al, 2004) Parfois I0addition de mannoses
sOaccompagne dOajout de phosphates qui apportent une charge nZgative " la paroi, changear
ainsi les propriZtZs de surfgdeami & Odani, 1999)

Les mannanes ont des r™les important dans 10intZgritZ de la paroi, I0adhZsion au»
cellules et tisus de IOh™te, la virulence, et I0Ztablissement de la rZponse par les cellules
immunitaire (Bateset al, 2005; Batest al, 2006; Calderone, 1993; MeMonteset al,

2007; Munroet al, 2005; Neteaet al, 2008; Sungtrom, 2002; Wanget al, 1998) Les
mannanes O ou NZs de C. albicans et S. cerevisiaeprZsentent des caractZristiques
spZcifiques importantes pour la reconnaissance immurn(@arebiet al, 2008; Munrcet al,

2005; Shibat&t al, 1992; Trinelet al, 1997)

La fonction de la @lycosylation Ztait initialement considZrZe comme essentiellement
structurale puisque ces liaisons donnent aux protZines une conformation plus @mdéte

1990) et la dZIZtion des domaines riches en Ser/Thr de diffZrentes enzymes nOaffecte pas leur
activitZ catalytiqugGattiet al, 1994) DOautrefonctions de nature tres variZent cependant

ZtZ associZes " la-@lycosylation (Ecker et al, 2003; Proszynsket al, 2004) ChezS.
cerevisiag elle semble «tre impliquZe dans la rZponse aux stress osmotmyeatif (Odani

et al, 1997)et elle a ZtZ dZcrite comme nZcessaire au maintien de 10intZgritZ de la paroi et au
bourgeonnemer(StrahtBolsingeret al, 1999; StrakBolsinger & Scheinost, 1999ChezC.

albicans I0inactivation des gend®MT1 ou PMT6 affecte significativement la transition
dimorphique, la rZsistance aux antifongiques et finalement la virulence en modsle souris
(Ernst & Prill, 2001) Il a ZtZ rZcemment dZmontrZ que leeNOglycosylations sontles

facteurs clZs pour limiter la phagocytoseealbicanspar les macrophages énsi faciliter

le franchissement de la premisre ligne de dZfense de I(héKenzie et al, 2010) voir

paragraphe 3.1.2.
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Les! -mannosylations

Suzukiet al. ont ZtZ les premiers ~ dZmontrer dliealbicanspos@dedes '-(1,2)
mannanes (Man) (Dean, 1999; Shibatat al, 1985) Pendant IQinfection, ces(1:2)
mannanes jouent un r™le important dans les interactions h™te/pathogene en interagissant ave:
des protZines de surfade I'h™te comme la galectif@adin et al, 2000; Kohatstet al,
2006)et en interfZrant avec la rZponse immunit@tecerevisiame possede pas de mannoses
liZs en “(1,2), par contre il a ZtZ retrouvZ dellans dans la levure non pathogefRichia
pastoris A 10aide dOanalysassilico, une famille de 4 genea ZtZ identifiZ comme Ztant
impliguZe dans le transfert desmannoses cheP. pastoris (Vinogradovet al, 2000) 9
homologues ont ZtZ identifiZs ch€z albicansalors quOaucun nOa ZtZ retrouvZ $hez
cerevisiae(Mille et al, 2008) La dZIZtion de ces genes a rZvZIZ diffZrents phZnotypes
immunahimiques confirmant leur implication dans IOexpression des Zpittas de paroi.

Les analyses biochimiques et structurelles de ces mutants ont permis de prZciser leur r™le dans
la biogenese de la-mannosylation cheR. pastorisetC. albicans (Mille et al, 2008) Les -

(1,2) mannanes sont associZs au phosphopeptidoma(iii@ et au phospholipomannane

(PLM) (Trinel et al, 1993; Trinelet al, 2002) Les PLM sont localisZs dans la pgf@oulain

et al, 2002) et se caractZrisent par une forte mannosylation ainsi que par IQaddition de
mannosephosphate au lieu dOinosipblosphate comme chez les champignons. Ces
spZcificitZs conferent aux PLM des propdZtphysicechimiques et immunomodulatrices
particulieres. Elles en font aussi de bons identifiants sZrotypi@ibesaOmbettaet al,

2003a; IbateOmbettaet al, 2003b; Jouaukt al, 1998; Trinelet al, 2005)

2.2.2 Addition dOune ancre GPI aux protZines de paroi

En 1976, il a ZtZ identifiZ une nouvelle phospholipase Blagilus cereus la

phosphatidylinositiol phospholipase C {PLC). Elle Ztait capable de relarguer de la surface
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cellulaire des Zrythrocytes des phosplestaacalines, et aussi diffZrentes protZines dont des
5@nuclZotidases et des acZtylcholinesteréisezawaet al, 1976) Cela suggZraitug ces
protZines Ztaient covalamment attachZes ~ la membrane cellulaire via un groupement
phosphatidylinositol. En 1985, les composants structuraux cateaxynaux de 2 protZines

de surfaces eucaryotes ont ZtZ identifi&lliams et d., 1985) ce qui correspondait

quasiment " la structure gZnZrale de IOancre GPI telle que nous la connaissons aujourdOhui.

Synthese de I0ancre

Tous les eucaryotes sont capables de modifier certaines protZines sZcrZtZes par I'ajout
d'une ancre GPI. Celygolipide est synthZtisZ par une voie globalement tres conservZe
comme le dZmontre la possibilitZ de complZmenter des soucBesetevisia@ZIZtZes pour

un des genes de la voie par I'expression d'orthologues hukainget al, 2005)

La synthese commence "~ partir dOun grougsmphosphatidinositol (PI) Figure 4)
contenant un acide gras insaturZ et ench%.ssZ dans la membrane du RE. LOancre GPI e
synthZtisZe par addition sZquentielle. Au moins 11 rZactionsngcessaires pour gZnZrer
|IOancre GPI avant |Oattachement de la protZine. La voie de biosynthese est initiZe du c™t:
cytoplasmique de la membrane du RE par transfert dGangtiglucosamine (GlcNAc) au

Pl (Ztape 1) " partir dOun UBBR.cNAc gZnZrant uSlcNAC-PI (Ztape 2). Celwii est ensuite
transloquZ dans le lumen du RE (Ztape 3) o il est acZtylZ (Ztape 4), mannosylZ et modifiZ par
les phophoZthanolamines (Ztapes 5 ~ 10). LOancre GPI nouvellement synthZtisZe est accrochZe
par son Zthanolamine paaiuctionnellement ~ la protZine transloquZe dans le RE et
possZdant un site dOancrage (Ztape 11). Toutes ces Ztapes sont catalysZes parsdes enzym

rZpertoriZes dans le tableau de la Figure 4

La plupart des genes codant les enzymes impliquZes dandfZesrdes Ztapes sont

essentiels che8. cerevisiae 'ancrage GPI de certaines protZines au moins semble donc
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Etape RZaction ProtZine

1 Synthese du GIcNAc-PI Gpi3p
Gpi2p
Gpil5p
Gpil9p
Gpilp
Erilp
N

2 de-N-acetylation du GlcNAc-PGpil2p

3 Basculement du GP!I Non identifiZe

4 AcZtylation de IQinositol Gwtlp

5 {alpha}1,4 mannosyltransfZrasapil4p

Pbnlp?

6 Tranfere dOune Etn-P au ManNcd4p
7 {alpha}1,6 mannosyltransfZrasapil8p
8 {alpha}1,2 mannosyltransfZragepil0p
9 Transfere dOune Etn-P au MaGBil3p
Gpillp?
10  Transfere dOune Etn-P au MaB@i7p
Gpillp?
11 Transamidase du GPI Gpi8p
Gaalp
Gpil7p
Gpil6p
Gablp
P DZacylation de IQinositol Bstlp
p deacylation du sn-2 Perlp
p acylation du sn-2 C26 Guplp
p acylation du sn-2 Cwh43p?

Figure 4 : SchZma gZnZral des diffZrentes Ztapes impliqguZes dans la synthese et la
fixation de IOancre GPI sur les protZines des levures et des mammifs@sleanet al.,

2007) Les enzymes catalysant ces rZactions de 1 " 11 sont identifiZes dans le tableau. Les
Ztape$ concernent les modifications post ancrage GPI.
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essentiel chez cette levure, comme d'ailleurs €heabicanset S. pomb€Ellis et al, 2003;
Grimme et d., 2004; Leidichet al, 1994) Il en va de meme pour certains protozoaires
(llgoutz et al, 1999) mais de fason surprenante la dZIZtion des genes de la voie ne conduit
pas "~ un dZfaut phZnotypique fort en deuanimales. On notera cependant qu'une dZIZtion

homozygote chez la souris conduit ~ la mort des embrgidawagoeet al, 1996)

Structure de IQancre GPI

La partie carboxgterminale de la protZine est liZe ~ un clur glycanique par un
groupement phosphoZthanolamirfég@re 5). Ce clur est composZ de 3 mannoses, dOun
groupement NacZtyl glucosaminest dOun rZsidu inositol. Il est fortement conservZ chez les
mammiferes, les protozoaires et les levures. Une queue phospholipidique attache IOancre GPI
" la membrane cellulaire. Le ciur glycanique peut stre ramifiZ de fason variable selon les
organismesChezS. cerevisiagil peut y avoir ajout de groupement phosphoZthanolamine et

de mannoses.

Fonction de I®ancre GPI

Un dZfaut dans la biosynthese de IQancre est parfois IZtal pour les (eiglies et
al., 1994) LOimportance diancrelans lafonction de la protZine est tres gZnZralement
mZconnue. Le simple fait de possZder une ancre GPI peut avoir des consZqueaces sur |
fonctionnalitZ de la protZine puisquOelle peut affecter sa conformation. LOancrage lipidique
permet une association Zventuelle aux radeaux lipidiques et donc une fonction putative dans la
transduction du signalMunro, 2003; Rajendran & Simons, 2005; Simons & Gruenberg,
2000) Le seul r™le confirmZ est de permettre IQattachement stable et rZsistant aux protZases €
lipases extracellulaires. DOune fason gZnZrale cependant, la signification physiologique des
ancres GPreste mystZrieuseelles pourraient pourrait jouer un r™le prZcis chez certaines

voire chez toutes les protZines ou nOstre au contraire quOun vestige structural.
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Figure 5 : Structure de IOancrq GPILe clur est commun ~ tous les
eucaryotes. Les cha’nes latZrales supplZmentaires en orange sont

spZcifiques d&. cerevisiaeEtN : Zthanolamine; GIcN : glucosamine; Ins :
inositol; Man : mannose; P : groupement phosphate.
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CaractZristiquesdes protZines ~ ancre GPI

La sZquence en acides aminZs des protZimesré GPI prZsente trois caractZristiques

(Figure 6) :

¥ un peptide Nlerminal pour IOenvoi vers le rZticulum endoplasmique,

¥ un signal dOancrage GPI formZ dOune rZgion linker flexible dOenviron 10 acides aminZs
polaires ($10 ~ $-1), dOun acide aminZ $ (G, 8, N, D ou C) qui dZtermine le site
de clivage de la protZine puis son attachement ~ IOancre, I0acide aminZ $+2 (le plus
souvent G, A, ou S), une rZgiespacer dOacides aminZs polaires ($+3 ~ $+9 ou
plus),

¥ et un peptide @erminal hydrophobe de longueuariable pour IQancrage transitoire
dans la membrane du rZticul{Eisenhabeet al, 2004)

Comme on le verra plus bda,sZquence signal, le domaine transmembranaire et $ sitet

utilisZs pour identifieces protZines " partir des gZnomes sZquencZs.

GZnZralement, la protZine contient Zgalement une rZgion riche en sZrines et thrZonines, lieu de

fortes OglycosylationdHamadeet al, 1998)

Localisation des protZines ~ ancre GPI.

Les protZines " ancre GPI ont ZtZ localisZes dans la membrane plasmique ou dans la
paroi. Et certaines semblent avoir une localisation ubiquitaire. Donc aujourdOhui ancore |
localisationprZcisede ces protZines est dans la plupart destageursinconnue oufait
dZbat restentt-elles attachZes " la membrane plasmique ou-glast toutes envoyZes ~ la
paroi? Par exemple, Ecm38 ZtZ localisZe dans la membré@ebezonet al, 2009)et la
paroi (De Grootet al, 2003) Cette protZine pourrait stre soit en transit, soit partager sa

distribution entre les dex localisations. De plus, Sap9 ep3@ont Zgalement ZtZ visualisZes
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sZquence signal Signal dOancrage GPI

" " e 1"

linker l l spacer

! +1

ProtZine mature

Figure 6 : SchZmatisation desnotifs de prZdiction dOun ancrage GPI sur la sZquence
primaire des protZines ~ ancre GP(dOapre8. Eisenhaber et al., 2003)

- la sZquence signal N-terminale d'export de la protZine vers le rZticulum endoplasmique,

-la sZquence signal C-terminale de reconnaissance par la transamidas®eg rZgions
(notZes i iv) :

(i) un linker : rZgion flexible et polaire de 11 rZsidus !-11

(i) 'acide aminZ sur lequel I'ancre GPI est fixZe, suivi de I'acide armifiZqui
peut-+tre n'importe quel acide aminZ " I'exception de la proline et du tryptophane ; puis
l'acide aminZ+~ doit avoir Zgalement une petite cha’ne latZrale,

(iii) un spacer : 5~ 7 acides aminZs hydrophile8 E!+9)

(iv) un segment hydrophobe qui se poursuit jusqud” la fin de la sZquence et qui
permet IQancrage transitoire ~ la membrane du RE.
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par marquage -~ deux localisati® Sap9se trouvant majoritairement dans la membrane
(Albrecht et al, 2006; Cabezort al, 2009) Cette double localisation pourrait stre assez
gZnZale et expliquer les discordances entre les nombres de protZines pariZtales rapportZs par
diffZrents auteurdl a ZtZ proposZ que la nature degles aminZs situZs immZdiatement en
amont du site puissent spZcifier, che. cerevisiagla localisationdes protZines " ancre

GPI: une paire dOacides aminZs basiques favoriseraient un ancrage men{briemae

and Cormack, 2003Cette regle semble sOappliqpartiellementchezC. albicans puisque

9/12 des protZines ~ ancre GPI isolZes par P. de @tat” partir de fractions pariZtales
hautement purifiZes ne portaient pas d®aeminZs dibasiques en amansite$ (De Groot

et al, 2003) Il nOest donc pas possible actuellement de priAdsitico avec ceitude la

localisation des protZines " ancre GPI.

3 La paroi et les interactions h™¢pathogene

3.1 Les dZfenses de IOh™te.

LOinvasiorde 1Oh™te par un microorganisme dZclenche les dZfenses du systeme
immunitaire innZ par des molZcules conservZes " fmcgudes pathogenes, les PAMPs
(PathogerAssociated Molecular Pattern). Ces PAMPs sont identifiZes gr¥%.ce aux rZcepteurs
PRR (Pattern Recognition Receptors) prZsents " la surface des cellules dmse rifpZe.
LOimmunitZ innZe est une rZponse consttaidnt [Oaction est immZdiate. Bien quOelle soit
indispensable pour mener ~ bien une premisre dZfetselOorigine de la rZponse immune
adaptative elle nOest pas toujours suffisante pour Zradiquer le pathog@immunitZ
adaptative est quant " elle Agfique et fait appel ~ IO0Zducation de cellules spZcialisZes du

systeme immunitaire.
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3.1.1 Les barrieres naturelles

Les cellules constitutives des muqueuses ZpithZliales du systeme respiratoire, gastro
intestinal et gZnitairinaire sont les premisres barrisres physiques que va renco@trer
albicanslors dQinfections. Si le pathogene rZussit "~ franchir ce premier lehstae fois dans
le systeme sanguin, il pourra envahir les organes profonds apres avoir adhZrZ aux cellules
endothZliales des vaisseaux sanguirileseavoirspZnZtrerLa dissZmination sous ZpithZliale

est la premisre Ztape de IQinfection et permentorere avec les macrophages tissulaires.
3.1.2 La rZponse immunitaire innZe

LOimmunitZ innZe est un mZcanisme de dZfense non spZcifique. Cette immunitZ est la
rZponse initiale de IOh™te pour Zliminer le microorganisme et prZvenir IQinfection.
Contrairement ~ I0immunitZ adaptative, IOimmunitZ innZe ne reconnait pas des antigenes mais
reconnait des molZcules non prZsentent chez les mammifessPathogepAssociated
Molecular Pattern®u PAMPs. La plupart des cellules de dZfense de IOh™tepbgss
PathogerRecognition Receptorsu PRR qui vont reconnaitrent ces PAMPs et induire une
rZponse immZdiate.

Parmi les cellules de dZfense de IOh™wistimgue les cellules non phagocytaires
telles que les plaquettes et les cellules NK (NaturdéKiket les cellules phagocytaires. Les
phagocytes comprennent les neutrophiles, les monocytes/macrophages et les cellules
dendritiques IPC). Ces cellules effectrices reprZsentent une premiere ligne de dZfense de
IOh™te. Elles contr™Ient la propagatigrattiogene par inbition de sa croissance ou en
Zliminant Ces cellules sont disponibles tres rapidement et en grand nombre sur le site de

|Oinfection. Quand un phagocyte di#tda prZsence dOun pathogene, se met en place un
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processus dOadhZrence qui peetfavorisZ par des opsonines. La phagocytose est rZalisZe
apres fixation du microbe sur le phagocyte. La cellule engouffre le microbe dans des vZsicules
qui apres fusion formenie phagosome. Ce compartiment devient mature en fusionnant avec
des lysosmes crZant ainsi un phagolysosome, un organelle ~ pH acide rempli de composZs
antimicrobiens. Dans ces phagolysosomes, les pathogenes sont tuZs par IQaction combinZe de
mZcanismes de destructions oxydatifs etoydatifs (Nathan, 2006a; Nathan, 2006hes
mZcanismes oxydatifs impliquent la production dOintermZdiaires dOoxygene actif, ROI
(Reactive Oxygen Intermediate), et dOoxyde nitrique (NO), toxiques pour les pathogenes dont
C. albicans(Fang, 2004; Marodit al, 1991) Les phagocytes sont Zgalement douZs dOactivitZ
lytigue intracellulaire et extracellulaire permettant la destruction du pathogees
mZcanismes neoxydatifs peuvent stre renforcZs par IQaction déidespantifongiques tels
que les dZfensing$ranet al, 2002)

La rZponse immunitaire innZe est modulZe par des cytokines qui fonctionnent comme

des messagers inteellulaires. Il existe 3 types de cytokines
- celes qui rZgulent la rZponse innZe,
- celles qui rZgulent la rZponse adaptative
- celles qui stimulent IOhZmatoposese.

La premisre classe est produite par les mononuclZaires, les cellules dendritiques, les
lymphocytes T, les cellules NK, les cellules endd#d et les cellules ZpithZliales des
muqueuses. Elles sont produites en rZponse ~ une reconnaissance dOun PAMP par un PRR

(Neteaet al, 2008)
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Les PAMPsfongiques

Pour Candidg ce sont principalement des composants de la paroi de la levure. Les
mannanes O etNZs ainsi que les-glucanes reprZsentent les principaux PAMPs reconnus
par le systeme immunitair@Brown & Gordm, 2001; Gowet al, 2007; Neteat al, 2006)

La prZsence de composZs mannosylZs est importante pour la production de cytokines
par les cellules de IOimmunitZ innZe (Neteal, 2006).Le phosphopeptidomannarae
mannane est reconnu par les macrophages par diffZrents PRRs dont le complexe TLR4/CD14
(Tadaet al, 2002). Cela entraine la production de cytokines (TNE-17) (Rizettoet al,

2010).

Certains motifs du mannane, lésMans dZfinissent les sZrotypeg C. albicans
(Suzuki, 2002) Le systeme immunitaire des mammiferes rZagit spZcifiquement -adars
qui exhibent une conformation spatiale unicgiNitz et al, 2002) Les "-Mans ont ZtZ
identifiZs comme des antigenes @otiels de la rZponse immunitaire adaptative et pour
induire des anticorps protecteuiidan et al, 1997; Xinet al, 2008) Leurs r™les dans la
virulence a ZtZ suggZrZe d&administration orale de-Mans synthZtigies inhibe la
colonisation parC. albicansdu tractus integsal dOun souriceau nouveai(Dromeret al,

2002)

Le phospholipomannane ou PLM (Trinet al, 1993; Trinel et al, 1999) un
glycolipide prZsent au sein de la paroi de la legtiraule diverses voies de signalisation de
IOh™tke PLM est reconnu par les macrophages par la Gale@tiide TLR2 (Fradinet al,
2006; Jouaultet al, 1994; Jauault et al, 2006; Kohatsuet al, 2006). Il stimule la
production de TNF (Jouaultet al, 1994; Jouaultet al, 1998) et dZrZgule la cellule

conduisant " I0Zchappement de la levure " la phagocytose Qlivdettaet al, 2003).
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Les "-glucanes reprZstamt environ 60% de la paroi @& albicans lls sont reconnus
par le complexe decti/ TLR-2 qui stimule la production de cytokines pnflammatoires(
Brown et al, 2003;Brown & Gordon, 2005 Gantneret al, 2003 ; Né&aet al, 2006 ;
Obayashiet al, 1995; Torosantuccet al, 200Q. ExpZrimentalement, il a ZtZ montrZ que ce
composant de la paroi jouerait un r™le important dans la phagocytose par les neutrophiles. En
effet des billes enrobZes d€1',6)-glucane puvent stre phagocytZéRubin-Bejeranoet al,
2007) et inverement, des levures prZalablement traitZes par-gheinase sont moins bien

phagocytZes.

En plus des mannoprotZines, mannanes-giticanes, dOautres structures peuvent
otre reconnues comme PAMP fongique. La chitine induit le recrutement dedesellu
iImmunitaires qui secretenes IL4 et IL13(van der Graagt al, 2005) Peu de choses sont
connues sur la voie de reconnaissance et le r™le de la chitine dans IQinfection. Aucun rZcepteu

de chitine nOa encore ZZ£rit.

Les PRRs

Les PRRs sont portZs par diffZrents acteurs de I0immunitZ lesZgonocytes et les
neutrophiles les macrophages tissulairet les cellules dendritiques.es monocytes
expriment ~ leur surface plus fortement les Tldke Recepto(TLR) et plus modZrZment les
Lectin Receptors (LR{Neteaet al, 2004) Apres diffZrenciation en macrophages, ils gardent
leur niveau dOexpression des TLR mais surexpriment les LR. Les neutrophiles " IQinverse
expriment modZrZment les TLR, alors quQilpriment fortement les rZcepteurs
phagocytiques (CR3 et #) (Levitz, 2010) Les macrophages portent des rZcepteurs au
mannosides (MRJWilemanet al, 1986) La reconnaissance se fait par les MR, les TLR4 et

les DGSIGN, ce qui entra’ne la production de cytoki(ieadaet al, 2002) Les PAMPs
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activent les PRRs qui viaed molZcules de signalisation prZsentes dans le cytoplasme initient
une rZponse prmflammatoire ou antinflammatoire.

Les TLR2 et les TLR4 sont impliquZs dans IQinduction de la production de cytokines
pro-inflammatoires responsables de la protection@e™te (Villamaet al, 2004; Neteaet
al., 2008). Cependant des donnZes ont montrZs que les TLR peuvent aussi permettre " certains
microorganismes dOZchapper au systeme immunitaire par induction de cytokines anti
inflammatoires via le TLR2. Pour lesdvures, les TLR2 et TLR4 jouent un r™le important

dans la reconnaissance hp#thogene ainsi que dans le dZveloppement de IQinfection.

Le TLR-4 associZ au CD14 reconnait le mannan€.ddbicansetS. cerevisia¢Tada
et al, 2002). Le TLR2 agit en couple avec la dectingour stimuler les cellules immunitaires
en rZponse aux-glucanes pariZtaux d& albicans(Brown, 2006), il en est de meme avec la

Galectine3 (Jouaulet al, 2009.

La rZponse des TLRs est variableosdla morphologie d€. albicans(Van der Graaf
et al, 2005). Cela pourrait «tre liZ au fait que la structure ou la prZsentation des mannanes

changent entre les formes levures et hyphes (Wtmates, 2009).

La rZponse intZgrZe complste contre un pathogpiifique dZpend de la mosasque
de PRRs et des complexes de rZcepteurs qui sont engagZsstinautation via de multiples
interactions PAMP#$RRs peut augmenter ~ la fois la sensibilitZ et la spZcificitZ du procZdZ

de reconnaissance immunitaire.
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3.2.Modeles de IQinteraction

DiffZrents modeles dQinteraction ont ZtZ dZveloppZs pour Ztudier la virulebce de
albicars. Ce pathogene opportuniste peut coloniser diffZrents environnement du corps humain
cOest pourquoi diffZrents types cellulaires sonts4silipour Ztudier une interaction
particuliere. Il existe des cellules ZpithZliales des muqueuses humaines telles gedules
ZpithZliales buccales (BY, les cellules Isophagiennes (HETA) (Bernhardtet al, 2001)ou
les cellules ZpithZlialasginale A431 (Hernandet al, 2009) oucarcinomique du col de la
lignZe HelLa. Les BEC ont ZtZ utilisZ pour montrZ le dZfaut dOadhZrence dals3/adst
(Zhaoet al, 2004).1l existe des modeles dOZpithZlium plus rZaljstels que ¢és modeles
dOZhZlium humain reconstituZ (RHE) oral ou vaginal, couramment utilisZs pour Ztudier la
formation du biofilm, la filamentation et IQinvasion cellulaire, ou encore les IZsions cellulaires
tel quOil a ZtZ mis éuvre pour Ztudier les geneALS (Zhaoet al, 2007) SAP9et SAP10
(Albrechtet al, 2006) Pour ces memes Ztudes dOautres types cellulaires sont utilisZs tels que
les cellules endothZlialeles entZrocytes (Dallet al, 2010) ou les cellules Ca@(Saegusa
et al, 2004)

La virulence peut Zgalement stre Ztudievivocomme cela a ZtZ le cas du gR&T1
etRBT5qui ontZtZ Ztud&dans un modsle dOinfection localisZ de cornZe de lapin et de souris
(Braunet al, 2000) En complZment de ce type de téstfilamentation|Oinvasion tissulaire

et la dissZmination peuvent «tre ZtudiZ dans un modsle murin dOinfection systZmique.

Tous ces modsledournissent individuellement des donnZes qui ne sont que tres
partiellement reprZsentatives des fonctions testZes. Si la soteipaesxemple le modele
animal le plus utilisZ, il faut noter q@& albicansnOest pas un composant normal de la flore
des souris la colonisation des souris p&andida est difficile = cause du systeme

immunitaire, de la barriere ZpithZliale et du rolsiote. Cependant il est possible dOZtablir une
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infection du tractus digest{Mathews & WitekJanusek, 200X)hez le souriceau nouveaid

en inoculant de fortes concentrations microbiennes. Cette colonisation peut etre couplZe
ensiite ~ IOadministration de deux types de molZculeslles qui altZreront 10ZpithZlium
intestinal dOune part et dOautre part celles qui induiront la neutropZnie nZcessaire au
dZveloppement de IQinfection systZmique. Ce traitement nOest pas nZcess#ge chez
souriceaux nouveanZs monoxZniques po@. albicans DOautres modsles ccandidoses

orales, Isophagienneet de IQintestin ont ZtZ dZveloppZs chez le rat, le lapin, le porc et le
hamster pour Zvaluer des traitements en chimiothZrapie ou pour dZtdesifecteurs de
pathogZnie. LOZtude de la rZponse immunitaire se fait tres majoritairement dans le modsle
murin. Les modsles de candidoses vagingkdel, 2002)requierent que IOanimal (rat, souris

ou primate) soit dans un Ztat de pseudooestrus au moment de IQinoculation pour avoir une
infection persistante. LOanimal est donormiomalement traitZ au prZalable. Au del” des
diffZrences observZes au niveau du systeme immunitaire et des sympt™mes, ici se pose le
probleme dOune diffZrence de pH de I0environnement vaginal et dont on ne connait pas
vZritablement les effets.

Donc conventionnellement les tegstsvivo permettant dOZtudier la pathogZnie relative
entre les souches mutantes et sauvages sont rZalisZs chez desreapmiferes (Navarro
Garciaet al, 2001). Ces tests ont permis de comprendre les mZcanismes iawasinit
impliquZs dans la rZponse de IOh™te face aux pathogenes fongiques, cependant ils sont
cozteux, long, et nZcessite Zgalement un sudigulier et minutieux des animaux infectZs.
COest pourquoippr Ztudier la rZponse immunitaire, des modsles insertegalemen¥tZ
dZveloppg car ils demandent moins de moyens et sont Zthiquement plus tolZrables. La
drosophile est par exemple intZressante car elle possede des cellules phagocytaires circulantes
et donc est plus fidsle au modsle mammifere. Chez sadates plasmatocytes reprZsentent

95% des hZmocytes et sont des phagocytes actifs. A ce systeme immunitaire cellulaire,
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sOajoute une rZponse humorale telle que la sZcrZtion de peptides antimicrobiens dans
IOhZmolymphe. La larve @alleria mellonellaestZgalement un modsle admis pour Ztudier

la rZponse de IOhTRerginet al, 2006; Mowldset al, 2010) de meme queCaenorhabditis
elegans(Breger et al, 2007).1l semble prZfZrable de combiner diffZrents modelesr po
gommer les biais que chacun prZsente et avoir une vision plus juste de ce qui se passe dans la

rZalitZ(Lohse & Johnson, 2008)

3.3 Analyse des facteurs de virulence

Les facteurs de virulenceont tous les ZIZmentisi pathogenequi participent “sa
capacitZ " infecter et ~ provoquer une maladie dans une espece donnZe. Ces facteurs sont tres
divers : l'existence d'un ou plusieurs facteurs de virulence dans un gernigpadson
pouvoir pathogene (dose nZcessaire pour provoquer une infection, capactO§uer une
maladie chez un atte sain ou en prZsence de conditions favorisantes.

La dZfinition dOun facteue diirulence chezel pathogene opportunist€. albicans
nOest pas simple puisquOon ne sait toujours pas si cOest sa facultZ dOadaptation qui cr
|Oinfection(Casadevall & Pirofski, 2001).es facteurs de virulence ch€z albicanssont
complexes, et comme dZmontrZ par les profils transcriptomiquéstentis facteurs de
virulence peuvent agir dans un meme organisme mais spZcifiquement dOune partie
anatomiqudAndeset al, 2005; Fradin & Hube, 2003; Fradeh al, 2003; Fradiret al, 2005;
Garaizaret al, 2006) Des protZines ont ZtZ identifiZs comme jouant un r™le important dans la
virulence: les SAP (secreted aspartyl proteinases), les LIP&eteel lipases), les PLBs
(phospholipase B) et les adhZsines comme les Als ou HBvn et al, 2007) Les
protZines de. albicansimpliquZes dans IQinfection de IOh™telZoritesdansla revue de
Tongchusalet al. (Tongchusalet al, 2008).Fu et al. ont soulignZ IOimportance de tester les

facteurs de virulence dans diffZrents modeles car leurséifiele liZ ~ une niche Zcologique
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particuliere (Fu et al, 1998) Comme nous |IOavons vu dans le paragrapes lgarrieres
naturellesE, I10interaction avec IOZpithZlium est un facteur de virulence importantesirinitia

de IQinfection. La premisre Ztape est |OadhZrence aux cellules de IOh™te. Plusieurs molZculs
dbadhZrence ont ZtZ rapportZes dans la littZrature. Bien que les mannanes et la chitine jouen
un r™le dans I0adhZrence, les mannoprotZines semblentontente®m (Als, Hwpl, Eapl).
Lesfilamentsvont ensuite pZnZtrer de faeon intra ou inter cellulaire, par un mZcanisme direct
par exemple en protZolysant les&lhZrines des jonctions intercellulaires (" IOaide des Saps)

ou les cellules ellemmemes (Frank et al., 2007) Elles peuvent aussi entrer de manisre

A

indirecte dans les cellules suite IOinduction de |Oendocytose. Le mZcanisme de

reconnaissances Zliciteui&cepteurs est encore mal connu.

4. Les grandes familles de protZines ~ ancre GPI et les intartions
h™te/pathogene.

SOappuyant sles caractZristiquesles protZines ~ ancre GRGPIp) dZcrites plus
haut plusieurs laboratoires ont dZveloppZ des algorithmes pour prZdire ces protZines. Une
Ztude menZe par notre Zquipe a sZlectionnZ 115 protZines "GPl comme Ztant les plus
probablegPlaineet al, 2008; Richard & Plaine, 2007 es protZines ont ZtZ extraites de trois
listes parues dans la littZratff@e Grootet al, 2003; Eisenhabest al, 2004; Garcerat al,
2003) Il y en a 70 communes " toutes les analyses, 6 communes " |OZtddeGdoot et
Eisenhaber, les autres proviennent dOune seule Ztude seulement. Depuis dOautres algorithme

ont ZtZ dZveloppZ comme Pred@Rérleoniet al, 2008)

La conclusion commune de toutes ces Ztudes est que les protZines ~ ancre GPI sont
surreprZsentZes dans le gZnomeCdalbicanspar rapportS. cerevisiaeCe sont donc des

candidats de choix pour nefsenter des facteurs de virulence. Comme on le verra plus bas,
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h™tgathogene(Tableau 1), mais la fonction de la plupart dOentre elles reste inconnue.

Virulence en
Fonction 5 modele .
putative ProtZine | Paroi/Fonction | murin ou Morphogensse | Expression | RZfZrences
tissulaire in
vitro
3 AttZnuZeen DZlais de Zhaoet al,
3 Als] AdhZrence modsle filamentation Induit par 2004
AdhZsine rZduite murin et Biofilm diminu’ biofilm, Kamaiet al.,
RHE iofilm diminu 2002
Induit par
3 Als2 Homozygote faible Zhaoet al,
AdhZsine non viable concentration 2005
en fer
} AttZnuZeen
3 Als3 AdhZrence modsle Biofilm diminuz | 'nduit dans Zhaoet al,
AdhZsine rZduite murin et IOhyphe 2004
RHE
Alsa AdhZrence DZlais de Zhaoet al,
AdhZsine rZduite filamentation 2007
§ AlS5 AdhZrence Zhaoet al,
AdhZsine augmentg 2007
Als6 AdhZrence Induit par Zhaoet al,
AdhZsine augment& macrophageg 2007
Als7 AdhZrence Zhaoet al,
AdhZsine augmenté& 2007
Als9 AdhZrence Zhaoet al,
AdhZsine diminuZe 2007
_ Induit par _
RZsistance IOhyphe Baileyet al,
. Hyrl aux macrophages 1996
' macrophages RZprimZ par | Luoetal, 2010
neutrophils
- Kempfet al,
Q%Zre”ce des| AtZnuZeen 2007
? Iff4 germinatifs mﬁﬂ:e gg(%pfet al,
diminuze Fuetal, 2008
AttZnuZe en Bateset al,
5 Iff11 mod_-le 2007
murin
AttZnuZe
dans cornZe Induit parle | graunet al,
Rbtl de lapin et en mating, pH
2 . 2000
modsle alcalin
murin.
Induit par
L. serum, Braunet al,
Liaison de | Rbt5 milieu 2000
IOheme .
Spider, fer
SensibilitZ au Lo Bourgeonnemen| Induit en Albrechtet al
ProtZinase Sap9 CFW, Congo SDJrrngﬁgon anormal phase 2006 '
red SZparation
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Chitine 3 celIuIajre stationnaire,
augmentZe affectZe antifongiques
AdhZrence aux
BECs
augmentZe
Src])lalrrr?gl)nnemen Induit par
SanD Diminution SPparation une faible Albrechtet al,
ProtZinase P sur RHE pare concentration] 2006
cellulaire
> en fer
affectZe

Tableaul : Quelques protZines "~ ancre GP! fonction ZtudiZe dans un mutant

homozygote et expression.

La disponibilitZ de la sZquence gZnomigieeC. albicansa permis de rechercher
systZmatiquement non seulement IOensemble des protZines ~ ancre GPI putatives, mais auss
dOexaminer leurs relatiods paralogie au sein du gZnome. On a ainsi pu identifier des
familles de protZines, dans lesquelles sont rZparties pres de la moitiZ de ces GPIp putatives.
Le nombre de protZines dans ces familles varie entre 2(&id®ard & Plaine, 2007)Nous
examinerons successivemeat famille Als (8 protZines) puis deugenes RBT et enfin 2
protZinesSap Ce sont lesprotZines ~ ancre GPI des familléss mieux dZcrites jusqu®”
prZsent. Nous termineropsir la famillelFF (IPF family file F), composZe des homologues
du geneHYR1, nommZ3$FF1 "~ IFF11. Avec ses 12 membres, cOest la plus grande fanglle de

protZines "~ ancre GPI ch€z albicanset cOest aussi IOune des plus mal connues.

4.1 La famille ALS

La famille des Agglutinin Like Sequences (ALS) est compa’& genes codant 8
glycoprotZines de surfacke grande taille Als1 ~ Als7 et Als9 (Hoyer, 2001; Hoyeet al,
2001)

Elles ont 3 domaines conseruZs
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¥ un domaine N terminal semblable aux domaines des immunoglobulines ou aux

lectines et qui porterait la fonction dOadhZrence.

¥ un domaine central constituZ de rZpZtitions en tandem dOune sZquence conservZe
de 36 acides aminZs riche en thrZonines. Ces rZpZtitions varient en nombre chez
diffZrents isolats d€. albicans et les deux allsles dOune meme souche peuvent
prZsenter des nibres de rZpZtitions diffZrenidoyer et al, 2008) Elles sont
parfois associd ~ des diffZrences fonctionnellesles Als3 "~ 12 rZpZtitions
contribuent plus ~ I0adhZsion sur cellules ZpithZlaleendothZliales que les Als3

" 9 rZpZtitiongOh et al, 2005)

¥ une longue rZgion glycosylZe C terminal riche en sZrine et thrZonine. La structure
de la rZgion thrZonine est inconnue, cependant elle intervient dans la formation

dOagrZga(®tooet al, 2008; Rauceet al, 2006)

GZnZralement la prZsence dOautant de protZines pour une meme famille est synonyme
dOune fonction importante que |Oorganisme doit prZserver dans son g&tienfienction
peut stre redondante mais codpar des genes diffZrents et rZgulZs par des conditions
diffZrentes Parfois les fonctions portZes par les membres dOune meme famille peuvent aussi

otre diffZrentes comme nous allons le voir.

La fonction des protZines Als semble stre reliZe " la virulete@. albicans(Hoyeret

al., 2008):

¥ AdhZrence
Les adhZsines permettent la liaison aux cellules h™tes, aux substrats environnementaux,
aux autres champignons et bactZ(@sronadoet al, 2007; Dranginist al, 2007; Klotzet

al., 2007; Kumamoto & Vinces, 2005; Nobig al, 2008) Les Als possedent des traits de
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prZdiction des protZines localisZes en surface. JusquO” prZsent deux approches ont ZtZ utilisZe
pour Ztuder les Als (Hoyer et al, 2008): la disruption desALS dansC. albicansou la

surexpression hZtZrologue cl&zerevisiae

LOexpression hZtZrologue a plusieurs avantaes simple techniquement " rZaliser
elle permet dOZtudier IOadhZrence draosganisme qui nOadhere quasi pas. Par contre les
rZsultats obtenus ne refletent pas prZcisZment IQeffet de la protZinglmieans” cause des
diffZrences dOutilisation des cod(®asntos & Tuite, 19953t de gycosylation(Herreroet al,
2002) Par ailleurs IOabondance de la protZine et sa distribution en surface ne reflste pas
forcZment ce qui se passe cl@zalbicans De plus, on ne peut observer que |Oaction dOune
protZine unique, et non les fonctions dZpendant de IOassociation de pisidasailleurs,
S. cerevisiage peut pas rZvZler une fonction spZcifiq@e albicans Enfin, les Ztudes dans
S. cerevisiagortent gZnZralement sur un seul alAleS et sans prZciser lequel. Tout cela

peut amener ~ erreurs autificiellementminimiser le r'™le de la protZine ZtudiZe.

La deuxieme approche la plus courante consiste ~ inactiver le geneClaaibicans
et ~ comparer le phZnotype du mutant avec celui de la souche complZmentZe au locus par le
gene sauvage. Les constructions gZnZtigees souvent laborieuses, meme si des mZthodes
rZcentes ont facilitZ cette approche. LOinconvZnient, une fois les mutant obtenus, est quOil faut
conna’tre les conditions dOexpression de ces genes pour choisir le milieu adZquat pour la
comparaisonC. albicans peut aussi montrer une rZponse compensatoire suite " la dZIZtion
dOun gene ce qui masque le phZnotype dZ " la perte du gene inter(Seimeckiet al,

2005; Wellington & Rustchenko, 2005; Zheial, 2005)

La dZIZtiord@LS1et la surexpression hZtZrologue confirment la fonction dOadhZrence
sur les cellules endothZliales vasculaires. Cependant la dZtw$1 nOaffecte pas

IGadhZrence sur cellule buccale et ZpithZliales du pharynx FaDu ou sur modsti#uZcons
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dOZpithZlium buccal huméithaoet al, 2004)alors queS. cerevisia@xprimantALS1adhere
aux cellules ZpithZliales Faiu et al, 1998; Shepparet al, 2004)

CommeALS?2 Ztait difficile ~ inactiver, il a ZtZ placZ sous le contr™Ile du promoteur
MALZ2 (Zhaoet al, 2005) En condition de non induction la souche montre une dimimuwkso
|IOadhZrence aux cellules endothZliales, mais pas de diffZrences sur cellules ZpithZliales

buccales, sur fibronectine ou laminine.

La dZIZtiond@LS4entraine une diminution de IOadhZrence sur cellules endothZliales

mais pas ZpithZlialéZhaoet al, 2005)

ALS2etALS4nOont pas ZtZ testZs danserevisiaeEn raison de leur forte similaritZ,
ALS2et ALS4ne peuvent pas tre discriminZs par des Ztudes de puces basZes sur les produits
de PCR. Donc la PCR qudative plus discriminante a permis de montrer @dues2 est
environ 3 fois plus exprimZe daats4/- et quOALS4est surexprimZ de la meme maniere
dans la souche nOexprimant pMiS2 LOanalyse des profils transcriptomiques des souches
als2/ PMAL2::ALS montre une dZrZpression de 100rf19.4765 qui code une protZine ~ ancre
GPIp de la paroi de fonction inconn(@haoet al, 2005)et que IOon ne retrouve pas dans
als4/-. Ces rZsultats suggerent quOil y a une r&pates protZines de la paroi ~ la
surexpression ou " IOinactivatiolAtd&2et quil existe des fonctions compensatrices dans la

famille Als.

Le mutantals3-/- a montrZ un fort phZnotype. Il adhere en effet beaucoup moins sur
cellules endothZliales, cellules buccales, et sur monocouches de cellule$CGraBlual,
2005; Zhacet al, 2004) Il nOy a pas de changement d&asihZrence " la fibronectine ou " la
laminine. La souche d8. cerevisiassurexprimantALS3adhere aux cellules endothZliales et
ZpithZliales, ~ la fibronectine, laminine, gZlatif@heppardet al, 2004) Als3 seré une

invasine fongique qui mime les cadhZrines des cellules h™tes et induit IOendocytose par liaison
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aux N-cadhZrines des cellules endothZliales et awadbZrines des cellules ZpithZliales
orales(Phanet al, 2007)

LOexpression hZtZrologueAdeS5™ un fort niveau permet S. cerevisiaglOadhZrer et
de former des agrZgats de fason similaire ~ ce que peut faire la souche sauCagébitans
(Gauret al, 1999) A bas niveau dOexpression, IOagrZgation nZiZ paservZ@auret al,
1999) La souche d&. cerevisia@xprimantALS5adhere aux cellules endothZliales, buccales,
FaDu, fibronectine, laminine, gZlatine et collagene typd€Zkanget al, 2003) LOadhZreac
dOAIs5 se fait via une reconnaissance du motif Ser, Thr, Ala ~ la surface d¢Ganéttal,
2002; Gaur & Klotz, 2004; Klotet al, 2004a; Klotzet al, 2004b) ALS5est exprimZ che.
albicansdans les conditions de laboratoire utilisZes et dans les modsles dOirfectmmet
al., 2005;Greenet al, 2006) Cela suggere que les changements globaux observZsSdans

cereviviaepourraient ne pas stre vrais pddr albicans

La surexpressiod@LS6dansS. cerevisiagpermet IOadhZrence sur gZlatine tandis que

la surexpressiod@LS7ne le permet paSheppardt al, 2004)

Les muaints homozygoteals5/-, als6/- et als7-/- chezC. albicansprZsentent une
adhZrence aux cellules endothZliales et ZpithZliales augmentZe de 2 ~ 3 fois par rapport au
contr™le. Ces rZsultats sont contraires ~ ceux attendus pour la dZIZtion dOuneeadhZsine
indiquent que certaines protZines Als auraient un effetadhifsif. Des expZriences
supplZmentaires sont donc nZcessaires pour comprendre la base de ce p{zhautgpal.,

2007)

A

Chez S. cerevisiag la suexpression d0.S9 permet IOadhZrence " la laminine
seulemen{Shepparcet al, 2004) Le mutantls9-/- possede une adhZrence plus faible que le
sauvage sur cellules endothZliales et ZpithZliales, sans diffZrence sur la laminine. LOadhZrence

a ZtZ attribuZe "~ 10all#d. S92 qui est plus commun 591 dans lessolats cliniques.
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En rZsumZAlsl et Als3 sont impliquZes dans |OadhZr@hcet al, 2002; Zhaet al,
2004) Als2 et Als4 sont impliquZs dans la formation des tubes germinatifs et IOadhZrence sur
cellules endothZliales vasculaires mais pas sur cellules ZpithZliales buccales. Par ailleurs,
|Oexpression hZtZrologue AleS1, ALS3 ALS5 ALSG ALS7 et ALS9induit un phZnotype
dbadhZrence 8e cerevisiag¢Klotz et al, 2004a; Shepparet al, 2004) ALS2et ALS4nOont
pas encore ZtZ ZtudiZs par cette approche. En conclusion la majsriiudes sur
IGadhZrence ont ZtZ effectuZesSsurerevisiaclLe r™le des Als dans I0adhZrenc€.de

albicansreste donc mal connu.
¥ Formation de biofilm:

Les propriZtZs adhZsives Ztant importantes pour la formation du biofilm ces protZines
pourraient stre impliquZes dans la mise en place du biofilm. Cela a ZtZ vZrifiZ par les rZsultats
dDanalyses transcriptomiques comparant les cellules en biofilm augscplanctoniques
(GarciaSanchezt al, 2004) ALS1Ztait le gene le plus exprifnen biofilm ce qui suggere
sonimportance lors de la formation du biofilm. L&kS sOexpriment diffZremment selon les

stades de culte.

Tous les mutantals-/- sont capables dOinitier la formation dOun biofilm. Les Als ont
une fonction redondante et complZmentaire de celle de Hipdhal celfWall Protein)
puisque le couple Hwpi Als1 ou Hwpl- Als3 est nZcessaire " la formation d®iofilm
complet(Nobile et al, 2008) Nobile et al. ont trouvZ quOAls1 jouait un r™le significatif bien
gue modeste par rapport ~ Als3 dans la formation du biofilm. Dans un miodvgro de
dZveloppement sur ¢etter, le mutarals3/- nOest pas capable de former un biofilm mature
(Nobile & Mitchell, 2006; Nobileet al, 2006) alors quéls3/- peut encore adhZrer au
silicone et quOil montre un phZnotype levieS3nOZtant pas exprimZ dans la forme levure

(Hoyeret al, 1998) il ne serait pas impliquZ dans les premisres Ztapes du biofilm mais plus
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tard pendant le dZveloppement de IOhyphe. LOZtude systZmatique de formiafibn garb
les mutantsals-/- a montrZ que le mutaats2-/- formait un biofilm plus fin que la souche
sauvagdZhaoet al, 2005)
¥ Utilisation du fer: Als3 semble essentiel pour IQutilisation de la ferritinerait se
le rZcepteur de la paroi cellulaire de IOhyphe, cette protZine Ztant spZcifique de
IOhyphdHoyer et al, 1998) Il joue donc un r™le crucial dans IQutilisation de la

ferritine comme source de fer.
Les genesALS1etALS5nOont pas ces fonctiqdémeidaet al, 2008)

¥ PathogZnie ALS3semble important lors dOinfections oralegvo et dOinfections
systZmiqugTheweset al, 2007; Zakikhanyet al, 2008) Ceci serait reliZz ~ sa
fonction de rZcepteur " la ferritingAlmeida et al, 20(8). La dZIZtion d&b.S1
accro’t le temps de survie de la souris dans un modele dQinfection dissZminZe et
retarde |OQapparition des sympt™mes dans un modsle dOinfecti¢fuceslel,
2002; Kamaiet al, 2002) Les donnZes sur les autres Als sont plus rares, et ont
surtout ZtZ obtenues en modeles dOZpithZlium reconstituZ: la dZIXtied dO
attZnue la destruction de 10ZpithZlium, alors que calS4OALS5, ALS6, ALS7

ouALS9ne montre pas dOeffeibyer, 2001; Hoyeet al, 2008)

4. 2 La famille SAP (secreted aspartic proteases).

Parmi les facteurs qui contribuent ~ la virulence il existe les enzymes hydrolytiques
produits par les bactZries, protozoaires ou levures patmgles protZinases sont les
enzymes hydrolytiques contribuant le plus communZment "~ la virulence chez beaucoup de

microorganismes.
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Les Saps appartiennent ~ la classe des aspartyl protZinases. Cette famille est constituZe
de 10 isoenzymes codZes pardesesSAP1~ SAP10(Monodet al, 1994; Monod & Borg
von, 2002; Stehet al, 2000) Ces genes codent des prZenzymes qui sont clivZes par Kex2
dans |Oappareil de Golgi avant dOstrglysosylZes. Suite au clivage talgtique, les
prZcurseurs deviennent des enzymes matures fonctionfitilles & Naglik, 2002) Les Saps
ont deux rZsidus dOacide aspartique conservZs qui forment le site catalytique de leur fonction
biologique. De plus, plusieurs Sapossedent des rZsidus cystZine impliquZs dans la
formation de pont disulfur@Naglik et al, 2004)

Les protZinases extracellulaires permettent en premier lieu |IOapport de nutriments " la
cellule. Cependant les champignons pathogenes semblent avoir Zlargi leurs propriZtZs
biochimiques aux fonctions de pathogZnie. Par exemple, elles somtestipsur digZrer et
modifier les membranes de IOh™te pour faciliter IOinvasion et I0adhZrence ce qui a Zt;
dZmontrZ chez les plantes et les insectes, elles peuvent aussi endommager les cellules du
systeme immunitaire pour Zviter ou rZsister aux attaquimiarobiennes de IOh™Salyers
& Witt., 1994)

Les Saps conferent T. albicansun systeme protZolytique flexible et efficace qui
pourrait stre indispensable ~ la survie de ce pathogene opportuniste et pourrailigaerne
exgdiquer pourquol. albicansest un pathogene si commun de |OhortMaglik et al., 2004)

La plupart de€andidasppathogenes comme€. dubliniensisC. parapsilosietC. tropicalis
possedent desSap Les especes non pathogenes ou les moins pathogengSaddida ne
semblent pas produire une quantitZ significative de protZinases. La egithpte
IGimplication des Sap dans la virulenceCdalbicansa ZtZ soulignZe par le fait que S=p

interviendraient aussi dans la formation de IOhyphe, IOadhZrence et la transition phZnotypique.
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Toutes les Saps ne sont pas secrZtZes "~ [OextZiwcetiele. COest le cas pour Sap9 et
Sap10 qui sont localisZes majoritairement dans la membrane via une ancre GPl meme si on
peut aussi les retrouver dans la péNaglik et al, 2004)

A 10heure actuelle nous savons quOelles sont impliquZes dans

La virulence: En modele de candidose orad vitro presque tous les gené&AP sont
exprimZs. Les protZines Saps seraient impliquZes dans la virulence dans un modsle de
candidose vaginalgSchalleret al, 2005) et cutanZe. Il a ZtZ montrZ que Sap4, Sap5, et Sap6
sont nZcessaires aux candidosasfomdes(Naglik et al, 2004) Des Ztudes utilisant des
mutants knoclout ont montrZ que Sapl 3 Ztaient impliquZes dans les infections des
muqueuses mais pas dans les infections systZmiques, et Sap 4 ~ 6 dans les infections
systZmiques mais pas dans les infections des muqueuses. Sapl et Sap2 ont ZtZ montrZes
comme cofacteurs de virulence. Le daublutantsapl,sap2endommage moins les tissus et
stimule moins bien IOexpression des cytokines.

Adaptation ~ IOenvironnementLOexpression et la sZcrZtion des Saps dZpendent du pH
et sont spZcifiques des tissus. Sapl, Sap2 et Sap3 sont produites entre pH2 et pH5 lors dOune
infection superficielle tandis que Sap4, Sap5 et Sap6 sont secrZtZes entre pH3 et pH7 pendant
une candidosmvasive(Kretschmaret al, 1999; Schalleet al, 1999)

Utilisation de la ferritine: Contrairement “S. cerevisiageC. albicanspeut utiliser la
ferritine comme seule source de fer meme "~ pH physiologique. Maisls sont les
mZcanisme8 Une premiere possibilitZ est que la ferritine soit dZgradZe par |QactivitZ
protZolytique extracellulaire notamment la famille des protZases aspartiques (Sap) " large
spZcificitZ de substrgNaglik et al, 2004) Cependant il est apparu que la dZgradation
extracellulaire par les protZases fongiques nOZtait pas nZédésditisation de la ferritine
puisque les mutantsapt3 ou sap46 sont toujours capables de cro’tre. Donc une deuxieme

possibilitZ serait qu€E. albicanspourrait acidifier le milieu en sa faveur. Ce phZnomene a ZtZ
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dZcrit che. aureus en carence efer, ce pathogene opportuniste diminue le pH amenant la
sZparation du fer des ferritin@Sriedmanet al, 2006) Une autre hypothese serait q@e
albicans pourrait produire et secrZter des rZducteurs capables de sZquestrer le fer de la
ferritine. Une derniere hypothese Zmise par Almeglaal serait que les rZductases " la
surface deC. albicanspourraient rZduire le fer des ferritines et ce processus pourrait etre
facilitZ en milieu acid¢Almeidaet al, 2009.

Sap et rZsistance aux antifongiquet)ne Ztudele Costaet al a montrZ que |1€vitZ
protZolytiqgue de digestion de la serum albumine bovine Ztait plus forte chez les isolats
cliniques deC. albicansrZsistants aux antifongiques et que cette activitZ semblait dZpendre de
la concentration en antifongiques. Les auteurs proposentegumZcanismes dOefflux de
drogues puissent rZguler le transport des Sap via des vZsicules membranaires. Cependant,
chez les isolats sensibles aux azolZs, la corrZlation inverse nOa pas ZtZ pas |Qlzssivizé
protZasique augmente ou diminue en prsei®azolZs selon la souche. Il y a donc dOautres
facteurs qui interviennent dans la rZgulation. On notera que cette approche mesure une
activitZ globale et que, si la prZsence des ge#g31” SAP7a bien ZtZ vZrifiZe dans tdes
isolats, leurs niveaundividuels dOexpression nOa pas ZtZ dZt¢@ost et al., 2010)

Pour rZsumerafre un rZseau complet de IQimplication de chaque Sap dans une Ztape de
pathogZnie est difficile. En effet il nOy a paétut@s directement comparables puisque
chaque auteur a utilisZ un modsle, une technique ou un site dOinfection diffZrent. Il est
probableque C. albicanssOadapte " diffZrentes niches en utilisasjeux diffZrentsde Sap
(Naglik et al., 2004)Il nOest pas exclu que la dZIZtion dOunSkR@uisse ste compensZe

par [Oexpression dOun autre G
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4.3. Les g°nes RBT

Il existe 6 genesRBT (Repressedby Tupl): RBT1 RBT2(FRE1Q, RBT4, RBT5 RBT
7 et RBT8 lls ont ZtZ caractZrisZs sur la base df@cherche dOARNm diffZrentiellement
exprimZs dans une souche sauvage et dans un rwpdst isogZniquecultivZs en milieu
YPD. Dans ces conditions, le sauvage forme uniquement des blastosporesgtné
exclusivement des hyph¢Braun et al., 2000)La dZIZtiondes genesRBT nOa induit aucun
phZnotype sudiffZrents milieux de laboratoir€En particulier et bien quOils soient tous
rZgulZs par Tupl, aucun ne semble indispensable " la transition blastogpioeeTous ces
genes sont prZdits pour coder des protZines secrékéesiésles protZineRbtl et Rbtxui
prZsententin ancrage GPI pariZtal, comme Hwpl et Wapl deux autres protZines Zgalement
rZprimZes par Tupl.
¥ RBT1: Ce gene possede 43% dOhomologie aM&P1 et possede un signal
dOancrage GPI. Il possede deux allsles de tailles diffZreH\&1 code une
protZine pariZtale spZcifique de IOhyphe. Elle a un r™le dans IOadhZrence aux tissu:
de IOh™te par liaison covaléBtaabet al, 1999) RBT1et HWP1 ne sont pas
exprimZs dans la forme levure. limsoapidement induits en milieu sZrum, qui est
connu pour induire la filamentatiolWP1est plus fortement exprimZ m&sT1
est induit aussi rapidement, indiquant une rZponse transcriptionnelle rapide °
IOajout de serum. Ces deux genes sont dZrZprimZgudo le rZpresseur
transcriptonnel de la croissance hyphale Tugst inactivABraunet al, 2000) Le
mutant rbtl montre une diminution de IQinvasion de la cornZe chez le lapin
corrZIZe ~ un faible taux de muliightion. Ce comportement non invast tres
intZressant puisque ce mutant poussemalement sur milieu de culture en
laboratoire. LOinfection systZmatique des souris donne le meme rZseiitatant

possede une aptitude tres rZduite tissZminer et emhir IOh™te. Le mutant
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hZtZrozygotebtl/+ (pour chaque allelepst moins virulengue le sauvage mais
plus que le mutant homozygote, indiquant quQil y a un effet du nombre de copies
sur la pathogZni@raunet al, 2000).

¥ RBT5: La prdZine Rbt5 possede un signal d@age GPI ainsi quOune rZgion de
115 acides aminZs semblable " une rZgion rZpZtZe 4 fois dans la sZqWé¢ace de
qui code un antigene de surface des hyphes et des bourgeons. On la retrouve
Zgalemendans Pral qui esin antigene riche en prolinsituZ” la surface du
champignon pathogen€occidioides immiti§Duggeret al, 1996) La dZIZtion de
RBT5ne semble paaffecterla virulencedans un modsle dOinfectiolissZminZe

chez la souri¢Braun & Johnson, 2000)

4.4 La famille IFF

Ces protZines ont un domaine @mg qui ne montre aucune homologie avec des
protZines de fonction connue. La plupart des membres de cette famille portent les motifs de
prZdiction dOun ancrage GRichard & Plaine, 2007)Dans cette revydl apparaissait
quOlff1cet Iff11 nOavaient pas de signal de liaison ~ une ancre GPI. Défflusemble etre
localis2 " la paroi (Bateset al, 2007) Nous verrons dans la partie rZsultat quOil en est
autrement. Ces protZines ont un domaine conservZ qui ne moaotree homologie avec des
protZines de fonction connue. La fonction de cette famille de gene est largement inebnnue

seulstrois genes onfait jusqud” prZsent IOobjet de publications

4.4.1Le premier gene ZtudiZ: HYR1

Le gene HYR1fut le premier genede la famillelFF " stre ZtudiZ(Bailey et al,
1996) Baileyet al. ont trouvZ par des analyses de Northern blot que IOARMHY R&Ztait
induit spZcifiguement en rZponse au dZveloppement de |IOhyphe, lorsqpbdgemse Ztait

stimulZe indZpendamment des conditions du milieu (soit par IOaddition de sZrum et une
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ZIZvation de tempZrature, soit en augmentant " la fois le pH et la tempZrature, soit en ajoutant
de la NacZtylglucosamine). COest aussi le cas des §@GE4 qui code une protZine
intracellulaire non essentiel[@irse et al, 1993)etHWP1 qui code une protZine de surface
spZcifique de IOhyphéStaab et al, 1996) DOautres genes sont induits durant le
dZveloppement de IOhyphe mais seulement sous certaines conditions. COest le cas des gene
PHR1(gene rZgulZ par la rZponse au gSaporitelrwin et al, 1995) SAP2 SAP4 SAF et
SAP6(genes induits par le sZrum, codant une aspartyl protZiftdsbget al, 1994)et enfin
ALS1(induit enmilieu RPMI) (Hoyeret al, 1995) De nombreux autres genes sont Zgalement
induits dans ces conditions. ksdent des fonctions variZes telle que la glycolysBH), la

synthese et le repliement protZiquEEF3 RP10) (Swobodaet al, 1994a; Swobodat al,

1994b) la biosynthese de la paroi ou la formation du cytosquel&@T() (Delbruck &

Ernst, 1993; Swobodet al, 1994a) En fait,si on a montrZ que quelques protZines de surface
Ztaient exprimZes diffZremment selon les conditions du milieu et selon la morphologie de la
levure, ces Ztudes ont aussi montrZ quOune petite fraction seulement de ces protZines Ztaien

forme-spZcifiquegFinneyet al, 1985)

Le mutant knoclout deHYR1a ZtZ rZalisZ par URRlaster et nOa pas de phZnotype
particulier (Bailey et al, 1996) Il pousse normalement sur milieu " la cafZine ou au
calcofluor, la croissance des levures et des hyphes est normale et la cinZtique des tubes
germinatifs nOest pas non plus affectZe. NOayant observZ aucun phZnotype du mutant, ils on
changZ de stratZgieOexpression forcZe ¥ R1dans la forme levure par une fusidBH1-
HYR1dans CAl4 nQa affectZ ni la croissance, ni la morpholog@ie albicans LOexpression
aberrante délYR1ne stimule pas la formation de IOhyphe, ni la croissance pseudo hyphale
chezS. cerevisiaeChezC. albicans HYR1a ZtZZcemmenimpliquZ dans la rZsistanaex
dZfenses de IOh™taccro"iQaction candidale des macrophag@svitro et rZduit la charge

rZnale des souris infectZekuo et al, 2010) En accord avec ces observatioossderniers
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auteurs ont montrZ quOun anticorps polyclonalHymii accro”t IQactivitZ candiitde des
neutrophilesin vitro et que la vaccination de souris avec Hyrl les protZgeait efficacement

contre une candidose dans un modele dQinfection dissZminZe.

4 4.2 Etude par surexpression ou inactivation dOun geifeF

Afin dOidentifier de nouveaux genes de virulerfae et collaborateursnt construit
des souches de surexpression/inactivation des g+l IFF2, IFF3 et IFF4. Un des
alleles de ces genes a ZgdacZ sous le contr™le dOun promateluit en absencede

doxycycline dans le milieu,dGtre allele ayant ZtZ invaliqBu et al, 2002)

Une expZrience combinant la cytomZtrie en flux et IOimmunofluorescermerd
que dans ces mutants en condition dexgression (sargoxycycline) ou de rZpression (avec
doxycycline), IOaccumulation de la protZine Alsl " la surface restait constante. Il nOy a donc

pas de rZgulation croisZe entre la protZine Alsl et les derRe&udiZs.

LOadhZsion sur tube de plastique a Zgalement ZtZ testZe en condition de surexpressior
et de rZpression. Seule la souche surexpritf@a a montrZ une plus grande adhZrence sur
plastique La suite des expZriences a donccttiZesur ce ge, et pour cela [Oallsle sauvage
IFF4 a lui aussi ZtZ placZ sous le contr™le du promoteur tetR. Pour Zviter les artZfacts dus "
une mauvaise expression du ge-bRA3 ce gene a ZtZ replacZ ~ son locus originel. La
surexpressiomu genelFF4 entra’ne une mi&ure adhZrence sur cellules ZpithZliales orale
FaDu, alors quéOinactivatiordu genelFF4 entra’ne une chute dOadhZrence comparZe " la
souche tZmoinPar contre, la surexpression ou |Oinactivationgene IFF4 ne semblent
affecter ni 10adhZrence ni la destruction quand les souches sont testZes sur cellules
endothZlialesLe phZnotype dOadhZsion suite ~ la surexpredsiapne IFF4 sembleavoir
une incidence sur 1Qinvasion dOun maddelévo de candidose vagite chez la sourid.a

souche surexprimanEF4 est plus sensible aux neutrophiles et est moins virulente dans un
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modele in vivo de souris immunocompZtente. Par ailleurs, les reins de la souris infectZe sont
significativement moins envahis par la levureet @ffet nOest pas observZ chez les souris
neutropZniques. Au vu de ces expZriences, il semblerait derle gine IFF4 ne doive pas

stre exprim£ pendant la phase de dissZmination hZmatogen€.dalbicans pour que

IQinvasion des tissasit efficace

M. Kempf (Kempf et al, 2007)a elle aussi ZtudiZ la fonction de la protZine Iff4 en
construisant un mutant Knock o@e mutant a ZtZ construit par la mZthode dOintZgration par
double recombinaison homologue avec des produits de PCR. Ce mutant a montrZ une petite
diminution de |OQadréhce sur polystyrene, ainsi quOune diminution de la mobilitZ
ZlectrophorZtique de ses tubes germinatifs. @éfi#rence a ZtZ attribuZeihe organisation
structurale diffZrentedes mannoprotZines pariZtales du mutifd-/- et du sauvage.
NZanmoins leprocessus dOadhZrence est complexe et implique de nombreux phZnomenes
biologiques et biophysiques. COest pourquoi I0Ztude a ZtZ poursuivie en montrant que le
mutant adhZrait Zgalement moisien sur cathZter de silicone. Par ailleurs, ce mutant est
moins virulent dans un modele murin de candidose dissZminZe par rapport ~ la souche
parentale BWP17. Etonnammesitja virulence Ztait fortement diminuZe, I0aptitueievahir

les tissusestait inchangZe et la charge rZnale en leviegia meme pour les dex souches.

Les Ztudes de Kempdt al et Fu et al ont montrZ de fason contradictoire que
IQinactivation ou la surexpressionliEig4 affectaient toutes deux IQinfection dissZminZe dans
un modele souris. Cela pourrait sOexpliquer par le fait que la seusherimaniFF4 est
plus sensible aux neutrophiles envahit moins facilement les tissus lors dOmieetion
dissZminZgtandis que les souches invalidZes pBE# sont affectZes ~ une Ztape prZcoce de
colonisation des tissus mais restent capablelesi@nvahir quand elles sont installZ@s
notera aussi que les rasi$ obtenus sur les souchedZtiZes poulFF4 ne sont pas

strictement comparables dans les deux caéempfetal. ontinvalidZ totalement IQexpression
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ddFF4, tandis quOune expression rZsiduellprésencele doxycline reste possiblaums les

souches utilisZes p&u et al.. Nous verrons que nous avons ZtZ confrontZs " ce probleme
dans la partie RZsultatse travail deKempf et al soulignepar ailleursquela surexpression

dOune protZine peut incidemment affecter IQexpression dOautres protZines pariZtales ce q
amenerait - un phZnotype qui ne serait pas liZ ~ la protZine ZtudiZe. Les Ztudé=tsamt

montrZ queson expression ZtaiZpendante du contexa@atomique et du modsle dOinfection
dissZminZe utilisZ. Iff4 serait impliquZe directement ou indirectement dans |Qinfection par sa
capacitZ ~ adhZrer et donc " coloniser le matZriel biologique. Il reste " tester IOadhZrence sur
des matZriaux de nature ehiue diffZrente tels que le latex ou le polyurZthane et il serait

bien de tester Zgalement la virulence dans un autre modsle comme un modesle de cathZter

central chez le rat.

4.4.3 La protZine Iff11: une Iff secrZtZe

La protZine Iff11 a ZtZ ZtudiZe paupremiere fois pa(Bateset al, 2007) en utilisant
deux souches, interrompant ou surexprimiifill. Le mutantiffll-/- a ZtZ ZalisZ par
interruption delFF11 dans la souche CA4 par la mZthode Ura Blaster, suivie de la
rZintZgration du gen&RA3 au locusRPS10 La souche de surexpression exprime le gene
IFF11 sous le contr™le du promoteur de [OenBls&X et comprend un tag VSCette
derniere souche a permis de localiser I#\t% dans la fraction secrZtZe par Western blot. Cela
nOexclut pas le fait quOil y aurait quelques protZines en quantitZ indZtectable prZsentes dans |
paroi. La dZtection dOIfiM5 dans une souche exprimant le gene sous son propre promoteur
nOa pas ZtZ possible. Cela montre que lellgFid est tres peu exprimZ dans les conditions
de culture de laboratoiré.e mutantiffil-/- a montrZ un retard de filamentation sur milieu
spider, &nsi quOune hypersensibilitZ en milieu liquide contenant soit du Calcofluor White, soit

du SDS, soit du Rouge Congo. Ces dZfauts de paroi sont plut™t inattendus puisquOlff1l est la
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seule protZine Iff qusoit secrZtZeLe mutanta par ailleurs montrZ unérvience attZnuZe
dans un modele murin dOinfection systZmidgoien quelOinvasion tissulairsoit restZe
comparable " celle dOuseuche sauvage. Comii#t, cette protZine ne semblerddncpas

nZcessaire une fois IQinfection Ztablie, mais plut™g$arsaghes initiant IQinfection.
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Projet de recherche

C. albicansest un pathogene tres bien adaptZ ~ son environnement variable en terme par
exemple de pH, tempZrature, potentiel redox ou dOagents enzymatiques divers (phagosomes),
ce quiimplique quOauaurs de son Zvolution iitadZveloppZ des mZcanismes originaux pour
coloniser son h™te. Ces fonctions originales pourraient Zventuellement otre portZes par une ou
plusieurs protZines de fonction inconnues. Les donnZes sur le gZnGmedlmeansnous ont
permis dOidentifier un grand nombre de protZines ~ ancre GPI, pour la plupart de fonction
inconnue et absentes chez la levure non pathogsmerevisiaeLeur localisation en surface
leur confere potentiellement une place privilZgiZe pour interagir E¥eovironnement et la
cellule h™te. Dans IQintroduction, jOai rappelZ que des protZines ~ ancre GPI avaient dZj" Zt:
identifiZes comme Ztant des facteurs de virulence (biogensse de la paroi, formation de
IOhyphe, adhZsion et formation du biofilm, virulemte interaction avec le systme

immunitaire, E).

Dans cette Ztude nous nous sommes intZressZs " la plus grande famille de protZines ~
ancre GPIl. Comme montrZ dans IQintroduction, seules 3 protZines sur les 12 membres
composant cette famille ont fait IOdkje publications depuis 1996. Deux de ces protZines
sont importantes dans I0adhZrence et dans la virulence en modele dQinfection systZmique.

Cette famille nous a donc paru intZressante.

Mon objectif premier Ztait donc dOobtenir une banque complste detgifit/-. Dans
un second temps, jOai voulu rZaliser un criblage de ces mutants dans divers modeles cellulaires

ou animaux pour identifier de nouvelles protZines impliquZes dans IQinteraction avec IOh™te.
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Il MatZriel et mZthodes

1 MatZriel

1.1-MatZriel biologique

1.1.%Les souches des diffZrents microorganismes utilisZs

La premiere Ztape de mon travail consistait en la construction des mifitantses
derniers sont dZcrits dans la partie RZsultats (3.1)alileau 2 liste les souches obtenues

dOautres laboratoires et qui ont ZtZ utilisZes dans le cadre de ce travail.

Souches Souche Description RZfZrence
parentale

Escherichia coli

Topl0 F- mcrA %(mrrhsdRMSmcrBC) &80lacZ%M1t Invitrogen
%lacX74 nupG recAl araD13%(ardeu)7697
galE15 galK16 rpsL(St) endA1 -

Candida albicans

SC5h314 Isolat Souche sauvage @andida albicans (Gillum et al, 1989
clinique
CAl4 iro-ura3/ :: "imm434/ireura3! :: "imm434
BWP17 CAl4 iro-ura3$:: %mm434/ircura3$:: %mm434 (Wilsonet al, 1999
his1::hisG/hisl::hisG arg4::hisG/arg4::hisG
DAY?286 BWP17 iro-ura3$:: %mm434/iroura3s:: 4mm434 (Daviset al, 2002

his1::hisG/his1::hisG
pARG4::URA3::arg4::hisG/arg4::hisG

CAIl4+ClIp10 CAl4 iro-ura3/ :: "imm434iro-ura3! :: "imm434 (Hobsonet al, 2009
RPS10::ClploURA3

1843 @ls3/-) 1779 iro-ura3! :: "imm434/ireurad’ :: "imm434 (Zhaoet al, 2004)
als3la/ /als3sd -URA3

2322 @ls3ALS3 2311 iro-ura3/ :: "imm434/ireura3! :: "imm434 (Zhaoet al, 2006)
als3la’ /als3sd -ALS3LAURA3

hyrl-/- CAl4 ura3d! :: "imm434/ura3:: "imm434 (Baileyet al, 1996)

hyrl::hisG/hyrl:hisGURA3hisG

Tableau 2: Souches utilisZes dans cette Ztude
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La souche de levure utilisZe pour la construction des mutants est la BWEHE
ura3::imm434/ura3::imm434isl::hisG/hisl::hisG arg4::hisG/arg4::his(Celleci est issue
deBWP17, elle meme dZrivZear quatre transformationte Qisolat clinique SC531%ilson
et al, 1999)

Pour les clonages plasmidiques nous avons utilisZ la s&uduwi Topl0F-, mcrA
(mrr-hnsdRM&8mcrBC) 80lacZM15 lacX74 recAl aral39 (ara-leu) 7697 galU, galK, rpsL,

(StrR) endAl nupG(StratageneCA).

1.1.2Les cellules de mammiferes

Les macrophages

La lignZe cellulaire utilisZe, J7.24est issue dOune tumeur de souris BALB/c. Comme
les macrophages humains, ce sont des cellules fortement motiles capables de chimiotaxie et
de phagocytse (Lam et al, 2009) Cependant elles nOexpriment pagtepteur spZcifique

du mannose (Fiamt al, 1998).

Les cellules ZpithZliales vaginales
La lignZe cellulaire utilisZe, HeLa, est issue dOun prZlsvement de mZtastase effectuZ sur
une patiente attein@Oun cancer du col de IQutZls a ZtZ fourr par le laboratoire Sigma

en relation avec IDECACC (European Collection of Cell Culture)

1.2-Les enzymes

Les enzymes de restrictions ont ZtZ achetZes chez New England Biolabs (Madison,
USA). Pour les PCR, diffZrentes enzymes ont ZtZ utils¥ésnctionde ce ~ quoi Ztait
destinZ le produit de PCR :

- pour les PCR sur colonies : HotMaster Tag DNA Polymerase (Prime 5)
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- pour leclonage: Platinum™ TagDNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen)

- pour les autres PCRGoTaq” DNA polymZrase (Promega).

1.3-Lessolutions

Solutions pour les E. coli compZtentes
-Milieu &B: 5g/l de Bacto YE

209/l de Bacto Tryptone
ajuster ~ pH 7,6 avec du KOH
+ 149/l de Bacto Agar (Difco)

Au moment de |Outiliser, ajouter du MgS®Gg/! final

-Milieu &A : milieu &B sans agar

-RF1: 30 mM potassium acZtate
100 mM RDbC}
10 mM CaCi
50 mM MnCb
+ glycZrol 15% final (volume/volume)

Ajuster le pH " 5,8 avec 0,2 M dOacide acZtique

-RF2:10 mM MOPS
75 mM CaCj
10 mM RbC}

+ glycZrol 15% final (v/v)

Ajuster le pH ~ 6,5 avec dOH
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RF1 et RF2 seront stZrilisZs par filtrage et conservZs " 4;C.

Tampon dOhybridation pour Southern blot

Tampon Denhardt 50XFicoll400 1%, BSA 1%, polyvinylpyrrolidone 1%) : 5 mli
SSC 20X 15 ml

SDS 20% 1,25ml

sSDNA 10pg/ul : 500ul

H>O: gsp 50 m

1.4-Milieux de culture

Milieu de culture complet pour E. colLB

-10 g/l bacto tryptone,

-5 g/l extrait de levure,

-10 g/l NaCl

De I0ampicilline a ZtZ ajoutZ en fonction des plasmides utilisZs ~ une concentration de 100

lg/ml.

Milieu complet deroissance des levure¥PD
-10 g/l bacto peptone,
-5 g/l extrait de levure,

-10 g/l glucose.

Milieu minimum de croissance et de sZlection des transformafitsalkicans. SC

-1.7 g/l mZlange dOacides amirZkste cidessous),
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-1.7 g/l YNB (Y eastNitrogenBase) sans sulfate dOammonium ni acides aminZs,
-5 g/l sulfate dOammonium,

-20 g/l glucose.

MZlange dOacides aminZs sans histidine, uridine, arginineZ ytiisr le SC (dZcrit <i
dessus)

-0.5 g adZnine,

-2 g inositol, proline, alanine, isoleuein serine, cystZine, thrZonine, glutamine, lysine,
tryptophane, glycine, mZthionine, tyrosine, phZnylalanine, valine,

-10 g leucine.

SupplZments pour complZmentation dOauxotrophie (concentrations finales)
-uridine 50 mg/l,
-histidine 2 mg/I,

-arginine 4mg/l.

Milieux inducteurs de filamentation ch€z albicans:
Tous les milieux ont ZtZ complZmentZs en Agar 20g/l pour les milieu solide.
- milieu Spider(1% Cnutrient brothE (Difco, MD, EtatdUnis), 1% mannitol, 0.2% #IPQy),
- milieu serum (5% dserum de veau fltal, eau).
- milieu de Lee
-5 g (NHy)2SO,
-0,2 g MgSQ 7H20

-2,5 g KHPO, (anhydrous)
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-5 g NaCl

-12,5 g glucose

-acides aminZs (0,5 g alanine, 1,3 g leucine, 1 g lysine, 0,1 g mZthionine, 0,0714 g
ornithine, 0,5 g phZnylalanine, 0,%mpline, 0,5 g thrZonine, 0, 001 g bietifiltrZe) dans 1 |

dOKD)

Milieu de culture de cellules mammiferes

- Les macrophages J774 sont cultivZs en flacon de 75 cm2 dans un milieu D10 composZ de
DMEM (DulbeccoOs Modified Eagle Medium) + GlutaMAXsupplZmentZ de 10% de
serum de veau fital (Gibco), 10Qg/ml de streptomycinBpZnicilline.

- Les cellules HeLa sont cultivZes en flacon de 75 cm2 dans un milieu H10 composZ de
DMEM (DulbeccoOs Modified Eagle Medium) supplZmentZ de 10% de serum de veau fita
(Gibco), de 100mM dOacides aminZs non essentiels, gg/Mliode streptomycine et 100

/ml de pZnicilline.

Milieux de conservation

- les microorganismes sont conservZ80;C dans du YPD + 25% glycZrol.

- les cellules HelLa sont conservZes dans failieu de culture + 20% DMSO et les
macrophages J774 sont conservZs dans leur milieu de culture. Les cellules sont congelZes

dOabord 280;C un jour puis sont transfZrZes dans I10azote liquide.
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2 MZthodes

2.1 Techniques de base en biologie molZculaire

2.1.1- PrZparation des acides nuclZiques.

ADN plasmidique d'E. coli
LOADN plasmidique des bactZries recombinantes a ZtZ prZparZ en utilisant le Kit
CWizard Plus Minipreps DNA Purification Systé&n{Promega). LOextraction dOADN se fait
par lyse alcalinet la purification des plasmides sOeffectue sur colonnes dQaffinitZ en utilisant
le kit CWizard” Plus SV Minipreps DNA Purification Systeia (Promega).
ADN gZnomique d€. albicans
LOADN gZnomique d@. albicansa ZtZ extrait en suivant un protocolesiZment
modifiZ de celui mis au point par QuefQluerolet al, 1992) La souche dOintZret est cultivZe
la nuit dans 5 ml de YPD "~ 30;C. Aprss centrifugation, le culot cellulaire est lavZ puis repris
dans 500 !l e la solution dOextraction T1 (sorbitol 1 EDTA 0,1 M pH 8) auxquels sont
ajoutZs 100 !g de zymolyase 100 T (Seikagaku) afin de former des protoplastes par digestion
enzymatique de la paroi. Apres une heure dOincubation ~ 37;C, le mZlange est ceterifugZ
culot est resuspendu dans une solution T2 (Tris/HClI 50 mM pHELSTA 20 mM) pour
bloquer |QactivitZ enzymatique. LOajout de 50 !l de SDS 10% est suivi dOune Ztape
dOincubation de 30 minutes ~ 65;C pour inactiver les nuclZases libZrZes lors ske la ly
cellulaire. LOajout de 200 !l de-#&cZtate 5 M est suivi dOune Ztape dOincubation dOau moins
30 minutes ~ 0 C afin de prZcipiter les protZines. Elles seront ZliminZes par centrifugation.
LOADN gZnomique est prZcigiat ajout de 700 !l dOisopropanpljis diluZ dans 400 !I

dOeau. Il sera prZcipitZ en prZsence de 40 !l de d'acZtate de sodium 2,5 M pH 5,2 et de 1 ml
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dOZthanol 100 %, puis lavZ dans 1 ml d'Zthanol 70%. Le culot sec est resuspendu dans 100 !I
dOeau puis traitZ " la RNase (100 !g/ml finaB7;C pendant 15 minutes.
ARN totaux deC. albicans

Les cellules ont ZtZ congelZes dans IQazote liquide sous forme de billes, puis
conservZes “80;C.

Pour le broyage avec des billes, nous avons utilisZ soit une bille de tungstene couplZe
IQutilisabn du MicroDismembrator de Sartorius Stedim (2 minutes ~ 2600 rpm), soit des
microbilles de verre couplZes " [Outilisation du FastPrepBiedggne (3 cycles dOune minute
" la vitesse 6,5).

Les ARN sont purifiZs " I'aide du kit RNeasy" Mini Kit (Qiagepyis sont traitZs " la
TURBO DNA-free2  (Ambion) et conservZs-20;C.

Estimation de la concentration en ARN ou ADN.
La concentration des acides nuclZiques est mesurZeNanoDrop™ ND-1000

(ThermoScientific).

2.1.2.b Amplification des sZquences par PCRt gPCR

Amplification d'ADN par PCR
Toutes les amplifications d'’ADN gZnomique et/ou plasmidique ont ZtZ rZalisZes dans
le thermocycler Eppendorf Mastercycler Gradient. Les cycles utilisZs sont dZcrits plus loin au
fur et ~ mesure en fonction despplications. Les oligonuclZotides utilisZs sont dZcrits en
annexs 1”5
Quantification des transcrits par qPCR
LOADN complZmentaire est obtenu " la suite dOune rZaction de transcription inverse
sur 1 !g dOARN en utilisant le kit SuperScript” Il Rever$ranscriptase (Invitrogen) et en

suivant les instructions du fabricant.
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LOexpression des genes a ZtZ dZterminZe par PCR quantitative en temps rZel en
utilisant le thermocycler LightCycler” (Roche Molecular Biochemicals). Les
oligonuclZotides ont ZtZ cki@ avec le LightCycler” Probe Design Software 1.0 et
permettent [Oamplification dOune centaine de paires de bases.

LOADNC est diluZ au 1/100me. 20 pL du produit de PCR contenant 4 mM,NIdgI
UM de chaque oligonuclZotide et 2 pL du fluorophore Ligkt@y FastStart DNA Master
SYBR Green | pour 5 pL de matrice (ADNc). La rZaction dZbute par 8 minutes ~ 95;C,
suivies par 45 cycles © 95 jC pendant 10 secondes, 55 jC pendant 7 secondes et 72 iC
pendant 10 secondes. Le contr™le nZgatif est de IOeamike gyele est dZterminZ comme
le cycle pour lequel le signal fluorescent atteint un seuil dZtectable par la machine. Toutes les
mesures sont rZalisZes en duplicat (rZpliquats techniques) et sur des Zchantillons provenant de
deux expZrimentations indZpantes. Le niveau dOexpression des genes est exprimZ de fason

relative par rapport ~ [Oexpression de IQactine.

2.1.3.- VZrification des sZquence§F1 etIFF10

Amplification des sZquences
Les fragments destinZs au sZqueneage ont ZtZ amplifiZs avec la Taq polymigrase C
fidelity E. La matrice utilisZe est IOADN gZnomique de BWP17 pour le sZquenkeige e

IFF10, et le plasmide pCAU pour le sZqueneage de tetR.
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Etape tempZrature temps

DZnaturation 94;C 20

DZnaturation 94iC 1500

Hybridation 50;C 3000 10 cycles
Elongation 72iC 20

DZnaturation 94iC 1500

Hybridation 50;C 3000 20 cycles
Elongation 72iC 20 + 500 " chaque cy:

Elongation 72iC 50 ~

SZqueneage de I'ADN
Les fragments ~ sZquencer ont ZtZ transmis "~ une entreprise commeogmic}
avec les oligonuclZotides nZcessaires. La mZthode de sZqueneage utilisZe est celle de Sanger
L'analyse des traces et des fichiers fasta fournis en retodr efféttuZe amme dZcrit en

2.3.2

2. 2- Construction des souches

2.2.1.Techniques de transformation

2.2.11. Transformation dE. coli

Les souches H. coli Top10 compZtentes ont ZtZ transformZes par choc thermique
suivant un protocole publiZ (Hanahan, 1983)elques colonies dOune culture de nuit ~ °
37iC sur milieu &B sont inoculZs " 5ml de &A puis incubZs 2h "~ 37;C pour obtenir uag DO
& 0,3. A partir de cette prZculture, 100ml de &A (prZchauffZs ~ 37{C) sont inoculZs pour une

DOss0& 0,02 maximum. La ctire est incubZe ~ 37;C jusqud” 96X 0,48. Elle est ensuite
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refroidie dans la glace et 30ml sont centrifugZs pendant 5min ~ 6000 rpm, " 4;iC. Les cellules
sont reprises dans le tampon RF1, ~ raison de 2/5 du volume de dZpart. Les cellules sont
incubZespendant 5min sur la glace puis centrifugZes 5min ~ 4;C, 6000 rpm. Le culot est
repris dans le tampon RF2, " raison de 1/25 du volume de dZpart et incubZ 5 minutes au
moins dans la glace. Les cellules sont aliquotZes dans des eppendorfs prZrefroidis dans |

glace puis congelZes dans un mZlange carboglace + EtOH et stBBRZ®."

2.2.12. Transformation de C. albicans

La transformation sOest faite selon la mZthode de transformation de levRtBs de
GietZ2002). C. albicans est une levure strictement pthede et nZcessite donc deux
transformations successives pour remplacer les deux alleles. La premiesre Ztape est la
transformation de la souche BWP17, souche auxotrophe pour trois acides aminkZsaHis
Arg-) (Figure 7). 20ul du produit de PCR serontilisZs pour la transformatio®n integre la
cassette de prototrophie pour IOArginine, ainsi on obtient des [disiedra- Arg+].

La seconde Ztape consiste " transformer ces mutants hZtZrozygotes par la cassette de
prototrophie pour IOUracile. Lesmes[His-] sont vZrifiZs par PCR. On recherche alors les

genes marqueurs et on vZrifie la perte du gene sauvage.

2.2.2. Disruption de genedFF chezC. albicans

Les cassettes de disruption ont ZtZ construites comme suit:

Le plasmide pGEM portant le majueur de sZlectioARG4 (Figure 8) ou celui
portantURA3sont utilisZs comme matrice. Les amorces utilisZes portent 100 pb dOhomologie
avec IOORIFF. Les sZquences des genEéF ont ZtZ extraites du site dOannotation du

gZnome deCandida albicans http://www.candidagenome.org/Les amorces ont ZtZ

dessinZes de fason " enlever IDORF en entier, donc IOamorce sens est positionnZe avant IOAT(
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Figure 7 : Principe de la mZthode de disruption PCR JumboLes rZgions dOhomologie
portZes par les cassettes pour la double recombinaison homologue sont en bleu. LOORF du
gene sauvage est en gris et sera successivement remplacZe par les cassettes de disruption pour
obtenir IOhZtZrozygdeF+/- puis IOhomozygoif-/-.



pPGEM-ARG4 ou pGEM-URA3

IFF50 DR ARG DR| IFF30
TTTCCCAGTCACGACGTT GTGGAATTGTGAGCGGATA
870pb
18pb P 19pb
IFF50 5DR 3DR IFF30
TTTCCCAGTCACGACGTT 813pb GTGGAATTGTGAGCGGATA
18pb 19pb

Figure 8 : Fabrication des cassettes dOinterruption pour la transformation de BWP17.

Les amorces utilisZes pour IOamplification des marqu#ris3 ou ARG4 portent 100
nuclZotides dOhomologie avec la rZgion amont ou aval de IOORF " interrompre + 20 nt
homologue ~ la rZgion plasmidique appelZ 5DR ou 3DR. Le meme couple
dOoligonuclZotides est utilisZ pour amplifier les deux cassettes en vue de IQinterruption dOun

gene IFF donnZ.
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et IOamorce argens est positionnZe juste apres le codon stop. Une geite dOamorces est
utilisZe pour amplifier les deux cassettes servant ~ IQinterruption des deux allsles dOun meme
gene (Figure 8) car une vingtaine de nuclZotides en 30 des amorces va reconna’tre les zones

5DR et 3DR communes aux deux plasmides.

Etape tempZrature temps
DZnaturation 94iC 50
DZnaturation 94iC 4500
Hybridation 50iC 10
Elongation 72iC 30
Elongation 72iC 80

2.2.3. Surexpression des gendBF .

- Plasmide d'expression du gene tetR.

Le fragment d'ADN portant le gendetR a ZtZamplifiZz par PCR avec les
oligonuclZotides PCAENO1F et XNRbis " partin plasmide pCAITHES (don de S. Rupp)
(Figure 9). Ce fragment porte le promote@aENO1du gene de I'Znolase pour diriger
I'expression du gen¢etR en fusion avec le domaine d'activatitbranscriptionnelle du gene
ScHAP4(aa 330 " 554), suivi de trois copies de 10Zpitope HA de IGhZmagglutinine, et du
terminateur du gen&cWHI1

Apres vZrification par sZqueneage, le produit de PCR est ensuite digZrZ par les
enzyme<Clal et Avrll et insZ¥ dans le plasmide Clppdrtant le marqueudRA3 On obtient
un plasmide de 6737 pb. Ce plasmide est linZarisZ en coupant [RR®i®par Stu, puis
intZgrZ au niveau du loc&PS10dans I0hZtZrozygdfid+/- ouiffo+/- [His1, Arg4’, Ura3]

par simple recombinaison homologue. Les clones sont sZlectionnZs sur milieu SC + Histidine.
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(b)

PGEM-
HIS

Figure 9 : Clonage du systeme Tet-Off en deux Ztapes (Nakayareaal, 2000).(a) Le
plasmide donneur fournit le gene codant IQactivateur transcriptionnel qui est extrait par PCR
avec les oligonuclZotides PCAENO1F et XNRbis, puis sZquencZ et insZrZ dans le plasmide
receveur par restriction enzymatique et ligature. Le plasmide formZ portant le marqueur
URA3 est ensuite ouvert patd au niveau du gendRP10 et insZrZ par recombinaison
homologue par simple crossing-over au niveau de ce locus dans le gZnifae/deu

iff9+/-. (b) Le plasmide donneur fournit le promoteur TR qui est extrait par restriction puis
insZrZ dans le plasmide receveur portant le marddi®ir LOensemble marquediS1 et
promoteur TR est extrait de ce plasmide receveur par amplification avec les amorces
tetpromxF et tetpromxR puis insZrZ dans le gZnome par double recombinaison homologue.
Le criblage est rZalisZ par PCR sur colonies avec les amorces : IF9.4354F et Hisdet ou
IF3.4380F et Hisdet.
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LOintZgration est vZrifiZe par PCR sur colonies et I'expression de laté&tBiScHAP4
3xHAScWHIla ZtZ vZrifiZe par Western blotting gr%.ce au tag HA prZsémtirsigment
(rZsultats non montrZs). La rZintZgration du ¢#R&3au locusRPS10permet de rZtablir une
expression suffisante pour les tests de filamentation et de virutems® comme dZmontrZ

par ailleur¢Brandet al, 2004)

- Construction de la cassette portant le promoteur TR.

Le plasmide p99 CAUL (don de S. Rupp) fournit le promoteur TR qui est extrait par
restriction avec les enzymé&snad et Spé puis insZrZ dans le plasmide receyeGEM-His
(Figure 9) portant le marqueuHIS1 Le plasmideobtenuest utilisZ comme matrice pour
extraire [Oensemble marquéliS1 et promoteur TR par PCR avec les couples dOamorces
tetprom3F/tetprom3R ou tetprom9F/tetprom9Bes amorces Jumbo portent des zones
dOhomologie pour une insertion deva@ORFIFF3 ou IFF9 sauvage. Le produit
d'amplification a ZtZ vZrifiZ par sZqueneage, po&ZrZ dans le gZnome par double
recombinaison homologue lors dOune Ztape de transformat@natiEicans Lorsque cela
Ztait possible, IOensemble de la rZgiomotrice originelle a ZtZ rempladdgure 10). Ainsi
pour IFF9, la rZgion allant du codon stop de 100rf19.4358 en amdrF8gusquOau™¥
nuclZotide avant IOATGIBES a ZtZ remplacZe. La rZgion en amont du tFR8 prZsentait
un autre gene, |0084380.1, orientZ dans le sens inverse ce qui ne permettait pas dOenlever
le promoteur déFF3 sans risquer d'enlever le promoteur de 100rf19.4380.1. Ici, le promoteur

TR a donc ZtZ ajoutZ 3 nuclZotides avant le codon dQinitiation de la transcripfi@ dO
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2.2.4. Construction des souches de surexpression des geds portant un tag V5.

Pour cette construction, il a ZtZ utilisZ un vecteur dOexpréSsiore 11) contenant
le promoteurACT], la sZquence signal de PGA59 suivie de I0Zpitope V5 ereplessites
Avrll et Pmll permettant le clonage des sZquences codarEfesEn aval se trouvent le

codon STOP et le terminateur de PGAS9.
2.2.5.- VZrification des clones hZtZrozygotes ou homozygotes

2.2.5.1. Criblage des transformants par PCR.

Lorsquecela Ztait possible, environ 32 clones ont ZtZ vZrifiZs par PCR sur colonies en
utilisant une amorce f@rwardE situZe en amont de IOORF " interrompre, une amorce
CreverseE interne ~ IOORF " interrompre et une deuxisme amorewefseE interne au
gene URA30u ARG4 Pour cette PCR, on utilise Go Taq Flexi (Promega) kt tampon du

kit HotMaster Taq DNA Polymerase (Prime 5) et le programme suivant

Etape tempZrature temps
DZnaturation 94iC 50
Hold 94iC Ajout de la Taq polymZrase (Promege
DZnaturation 94iC 2000
Hybridation ~ 55;C 2000
35 cycles
Elongation 65;C 10 par kb ~ amplifier
Elongation 72iC 150

Ceci a permis de vZrifier la prZsence dOun allele du gene sauvage et la prZsence de la

cassette chez les mutants hZtZrozygailetenus apres la premisre transformation, ou
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Promoteur du gene ACT1

SZquence du peptide signal dOune protZine ~ ancre
GPI

Plasmide
dOexpression
PEXpV5

.

Multisite de clonage permettant IQinsertion des
sZquences dQOintZret codants les domaines
fonctionnels des gene$FF

/TIN

intZgration au locusRP10

Figure 11 : Vecteur dOexpression utilisZ pour la construction des souches de
surexpression des genel-F portant un tag V5.
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IOabsence du gene sauvage entier et la prZsence dOune deuxisme cassette chez les mutan
homozygotes Kigure 7). Ainsi au moins deux mutants provenant de deux transformations

indZpendantes ont ZtZ conservZs.

2.2.5.2. Confirmation de la structure par Southernblot.

La structure des transformants retenus par PCR a ZtZ confirmZe par Southern blot en
suivant les protocoles de Southern (Southern, 1975 et Sambrook J.E., 1989).

Pour cela, 20 ~ 30 !I| dOADN gZnomique sont digZrZs par une enzyme de restriction
pendant une nuit. Apres migration ~ 100 volts dans un gel dOagarose de 0,6 ~ 0,8 % selon la
taille des fragments attendus, le gel est incubZ dans un bain de HCI 0,25N péndant
minutes. Apres rineage " I0eau, le gel est transfZrZ dans un bain de NaOH 0,4N pendant 15
minutes. Puis il est incorporZ dans le montage suivampont de papier Whatman imbibZ de
NaOH 0,4N, le gel, la membrane de nylbi (Amersham, Little ChalfontJK) et trois
papiers Whatman et une plaque de verre. La soude va monter par capillaritZ, entrainant ainsi
IOADN dZnaturZ pour permettre son transfert sur la membrane.

La membrane est ensuite rincZe trois fois avec du SCC 2X, puis fixZe aux UV. Pour
|Ozipe de prZhybridation la membrane est plaquZe contre les parois dOun tube " hybridation
en prZsence de tampon dOhybridation et incubZe une nuit dans un four ~ hybridation ~ 65;C.

Une seule sonde est utilisZe pour distinguer les 3 alFigsire 12). Elle est crZZe par
PCR selon un programme classique avec un Tm de 50;C et un temps dOZlongation de 2
minutes. Les amorces utilisZes sont dZcrites en annexe. Le marquage est rZalisZ comme suit. 5
Il du produit de PCR, prZalablement purifiZ sur colonne avedtI€Wizard SV Gel and
PCR ClearUp SystenE (Promega), sont dZnaturZs 5 minutes ~ 100;C puis incubZs 10
minutes " tempZrature ambiante. Le produit de PCR est ensuite ajoutZ au rZactif du kit

CAmersham Megaprinl® DNA Labelling System (GE Healthcarg) puis 3 !l (30 !Ci) de
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Figure 12 : Carte de digestion de IDADN gZnomique pour le Southern-
blot du mutant iff6-/-. Le trait rouge correspond ~ IOemplacement de la
sonde qui mesure environ 400 paires de base. Les fleches rouges
correspondent au site de restriction de Clal.
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#?PdCTP (Perkin Elmer) sont ajoutZs " la rZaction. Cette derniere est incubZe 30 minutes *
37iC. La sonde est finalement dZnaturZe 5 minutes ~ 100;C avant dOstre mZlangZe au tampon
dOhybridation en prZsence de la membrane. LOhgorsagffectue la nuit ~ 65;C.

La membrane est lavZe dans un four ~ hybridation "~ 55;C 2 fois 15 minutes avec du
SSC 2X (solution stock 20X 3.0 M NacCl, 0.3 M citrate de sodium, pH7) 0,1 % SDS et 2 fois
10 minutes avec du SSC 0,2X 0,1 %SDS. La membranenssiite sZchZe puis rZvZlZe
dOabord "~ I10aide Bhosporimageet du film Fujifilm” FLA -7000 Storm (GE Healthcare)

puis par autoradiographie80;jC sur film Kodak X -Omat AR Film
2.3 Technique de bioinformatique

2.3.12 Banque de donnZe

Les donnZes isssi@lu sZqueneage du gZnomeQealbicans sont disponibles sur le

site de la facultZ de mZdecine de Stanfotigh{/www.candidagenome.o)g/

LOinterrogation des banques de donnZes pour la recherche dOremolegia des
gZnomes des champignons sZquencZes a ZtZ rZalisZe au sur le site

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

2.3.2 Analyse des sZquences

Aprss sZqueneage les fichiers de sZquences sont analysZs " l'aide de la suite GCG (GCG
Wisconsin Package (Accelrysdn San Diego, CA) utilisZe en environnement Unix (interface

Cygwin).

69



MatZriel et MZthodes

2.3.3 RZalisation des arbres phylogZnZtiques

-Evolution des Iffs

Deux mZthodesont ZtZ choisies pour le nettoyage des alignements. Pour le premier
arbre, I0alignement a ZtZ rZalisZ dans ClustalX. Cet alignement a ZtZ nettoyZ manuellement su
GenDoc. Cela a gZnZrZ une sZquence de 322 positions alignZes. Pour le deuxisme arbre,
|Oaligement a ZtZ rZalisZ avec Muscle et les corrections ont ZtZ rZalisZes sous GBlocks. Cela a
gZnZrZ 294 acides aminZs en 12 blocs (en choisissant 8 acides aminZs comme taille minimale
pour les blocks). Les arbres ont ZtZ rZalisZs dans ClustalX en choisissatthode du
Neighbourg Joining avec bootstraps et sont visualisZs sur NJplot.
-RZpartition des Iffs chez les champignons

Les homologues tRF2 ont ZtZ recherchZs dans NCBI. Puis [Oalignement a ZtZ traitZ

comme prZcZdemment.

2.3.4 Recherche demodifications posttraductionnelles

Toutes les prZdictions ont ZtZ rZalisgé&ce aux sitalOanalyse consultablsur

A

ExPaSy. DiffZrents logiciels sont disponibles diffZrentes adresses selon la
prZdictionsouhaitZe:

PrZdiction de la sZquence sigrdty(://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

PrZdiction du domaine transmembranaitip(//www.cbs.dtu.dk/services/TMHMAA.0)

PrZdiction des Mjlycosylations ffttp://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/

PrZdiction Gglycosylation hitp://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/

PrZdiction dOune ancre GPIhttd://mendel.imp.ac.at/sat/gpi/gpi server.html et

(http://gpcr.biocomp.unibo.it/predgpi/pred.Htm
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2.3.5 Analyses statistiques

Les donnZes biologiques obtenues apres les tests phZnotypiques sont analysZes par un
test de Student avec un risque dOerreur de 5% pofier la significativitZ des rZsultats. Ce

test est rZalisZ ~ 10aide du logiciel R.
2.4 Analyses phZnotypiques

2.4.1 Test en gouttes.

Tous les mutanti$f-/- ont ZtZ criblZs pour leur sensibilitZ aux agents perturbant la paroi,
leur sensibilitZ ~ diffrents stress et leur capacitZ ~ filamenter en utilisant un test en gouttes
sur milieu solide. Auparavant, la concentration inhibant la croissance du sauvage a ZtZ
dZterminZe en testant 12, 24 et 36 !g/ml de Caspofuntyis, 3 et 5 mM d'bD,; 30, 50 et
74 'g/ml de CFW et 0,005%, 0,010% et 0,025% de SDS.

Deux clones indZpendants de chacun des mutants ont ZtZ testZs et leur croissance sur
diffZrents milieux a ZtZ comparZe ~ celle de la souche de rZfZrence DAY286.
Les souches sont cultivZes une nuit "G@ans 3 ml de YPD et diluZes dans du YPD ~ une
DOgsoonm= 1. On dZpose 5 !l (3 !l suffisent sur le milieu SDS) dOune sZrie de six dilutions en
cascade au dixisme sur les milieux suivant
- SC His (milieu de rZfZrence),
- SC His pH 3, pH 10 ou 4@, 7,5 mM(inducteurs de stress),
- SC His SDS 0.001%, CFW 75 !g/ml ou Caspofungin 12 Ig/ml (agent perturbant la paroi),
- milieu sZrum 5% ou spider (inducteurs de filamentation).
Les boites sont incubZes "j87et observZes apres 24 et 48h, sauf pour le m8jgider o il

faut attendre 4 ~ 6 jours.
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2.4.2 Test de croissance en milieu liquide.

- RZsistance " une forte tempZrature

Ce test a ZtZ rZalisZ en microplaque de 96 puits dand d80YPD ensemencZ ~ une
DOgqo initiale de 0,1. La croissance sQeffectue ~ 37{C, 44iC, et 45;C pendant 16h de culture
sous agitation continue. La lecture de laggy@st faite directement dansBétek™ toutes les
15 minutes puis analysZe avec le logiciel dOacquisition Gens.
- RZsistince "~ des agents perturbant la paroi

Ces tests ont ZtZ rZalisZs selon le protocole prZsentZ dans la publication de Bates

(Bateset al, 2007) Ce test est rZalisZ en plaque de 96 puits. Les levures sont ensemencZes
dans chaque puits ~ une DO initiale de 0,01 dangl®& YPD Figure 13). A cela est ajoutZ
5 ul de SDS, CFW ou Congo Red en dilutions dZcroissantes dans chaque pyilagles
sont hermZtiqguement fermZes avec de Parafilm(Maboratory Barrier Film), puis incubZes
" 30iC sous agitation constante pendant 16 helu@secture de la DO est ensuite effectuZe

sur leBiotek™ dZcrit plus haut.

2.4.3 Test de survie des levurespres phagocytose

Nous avons utilisZ la technique der@ point dilutionERigure 14) qui est un test *
moyen dZbit rZalisZ en micropladivarcil et al, 2002) PrZcZdemment " IOexpZrimentation,
10° macrophagesont inoculZs dans50 !| de D10 et ce une ligne sur deua ligne sans
macrophage correspond au tZmoin dOinoculdisnlevuresdans une microplaque de 96
puits Puis la plaque est incubZ87;C et 5% CQ pendant24 heuresLes souches devures
sont cultivZes une nuit ~ 30;C dans 3ml de YPDe lendemain, lelevures sontavZes et
resuspendues dans du DEALG levuressontensuiteajoutZes aus0 !l de D10 contendans
chaquepremiers puitgle la microplaquesoit unfacteur deMOI (Multiplicity Of Infection)

de 1:20. Ensuite, par dilution en cascade les puits suivant on rZalise une succession de
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concentratins en levures dZcroissantes d'un facteur 4 entre chaque puits. LOexpZrimentation
est rZalisZe en duplicat pour chaque soudlo&is avons optZ pour le dZnombrement des
colonies ayant ZchappZ " daculture avec les macrophagesa co-culture est donc incube

48h "~ 37{C avec 5% de GOLe dZnombrement des colonies se fait sous le microscope
optique Les colonies sont isolZes malgrZ la filamentation importante des levures induite par
les conditions de culturéOn compte deux dilutions successives dans lets mti il est

possible de discriminer les colonies. Les puits sans macrophages correspondant aux memes
dilutions sont les tZmoins dOinoculation. Les rZsultats sont prZsentZs en nombre de colonies en

prZsence de macrophages rapportZ au nombre de colosiesasaophages x100.

2.4.4 Test dDadhZrence des levures sur cellules Hela.

Cette expZrience a ZtZ mise au point ~ partir dOun protocole expZrimental utilisZ dans
IOZquipe de M. Gil et D. Gozalbo " Valendtg(re 15). Pour cette expZrience nous avons
utilisZ des plaques 6 puits pour avoir une surface par puits suffisante pour avoir un Zchantillon
de levures significatif. Les levures sont cultivZes une nuit dans du YPD "~ 30;C. Le lendemain
elles sont diluZes " une REde 0,2 dans 5 ml de SC, puis ibZes 5 heures pour atteindre la
phase exponentielle (g = 0,8). 4.10 cellules HelLa sont ajoutZes ~ 3 ml de D10 dans
chaque puits pour obtenir des cellules ™ confluence deux jours plus tard. Le milieu est alors
enlevZ et 1 ml dOune suspensior*léres/ml de D10 est inoculZ dans les 6 puits. Apres 45
minutes dOincubation ~ 37;C et 5% de,ClI®s puits dOessai sont lavZs 3 fois avec 5 ml de
Phosphatduffered Saline (PBS) 7.2 (1X) (InvitrogetympZrZ ~ 37;C. Ensuite, 1 ml de PBS
est ajoutZ et IO@msble des cellules est dZcollZ ~ IOaide dOun grattoir. Les puits dOessai seront
diluZs au cinquieme alors que les puits tZmoin seront diluZs au dixisme. 100 !l de chaque

dilution est ZtalZ sur milieu gZlosZ YPD. Apres 48 heures dQincubation ~ 30;C|ules cel
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Coculture

10* levures + Hela "~ confluence

K_H
M~

D 5 €——  triplica

Essai TZmoin dOinoculation

45 minutes ~ 37iC

Lavages

Dilution au 1/5 Dilution au 1/10
Etalement sur YPD Etalement sur YPD

Figure 15 : Test dOadhZrence sur cellules HelB levures sont inoculZes " un tapis de
cellules HelLa ~ confluence et cela dans chaque puits. Une plaque accueille une seule souche
testZe en triplicat technique. Trois puits seront lavZs apres une incubation de 45 minutes "
37iC, 5% CO2, puis lavZs 3 fois avec du PBS puis IOensemble des cellules seront rZcupZrZes
par grattage et une dilution au 1/5sme sera ZtalZe sur boite YPD pour le dZnombrement. Ce
rZsultat est exprimZ en pourcentage de IQinoculum de dZpart qui est produit par les trois puits
restant qui subiront le meme traitement exceptZe IOZtape de lavage.
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sont dZnombrZes. Le nombre de cellules ayant adhZrZ est exprimZ en fonction du nombre de

cellules inoculZes.

2.5 Techniques de biochimie

2.5.% PrZparation des fractions

Le culot cellulaire dOune culture de la nuit (100 ml de culture en Yy NDOgoo =
8-10) est repris, apres lavage en TE, dans 2 ml de tampon de lyse (150 mM NaCl, 50 mM
Tris-HCI pH 7,5. Les cellules sont broyZes en prZsence de billes " froid 4 x 20 secondes au
Fastprep -24 (MP Biomedicals) puissance 6. Les billes et ldsidZont ensuite ZliminZs par
centrifugation ~ 800 rpm, le surnageant est rZcoltZ et les billes sont rincZes avec 0,5 ml de
Tampon de lyse. Le lysat est ensuite centrifugZ 10 minutes ~ 4000 rpm " froid. On obtient
deux fractiongFigure 16) :
- le surnageant = ooest composZ des protZines cytoplasmiques et des petits organelles,
- le culot = Ggoo comprend la fraction de la membrane plasmique, la paroi et les plus gros
organelles.

La fraction Gooo est lavZe en NaCl 1 M (3 x 5 ml) puis repris en 2 fois dans 0,5 ml de
Tampon dOextraction (50 mM Tris HCI pH 7,5, 100 mM EDTA, 2% SDS, 40!mM
mercapteZthanol), portZ 5 minutes ~ 100 jC. Le mZlange est alors centrifugZ 4 minutes "
4000 rpm, pour donneteux sous fractions
- le surnageant qui correspond " la fraction SDS et qui contient les protZines membranaires ,

- le culot qui correspond " la fraction pariZtale.
Ce dernier est lavZ 3 fois dans 10 ml dOeau et le culot est repris dans 500 ml de tampon

NaAc 20 mM pH 4,5. Il sera digZrZ en prZsence de 100 ml dé&,Befacanase (produite au
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1-Lyse cellulaire @

Culture dOune nuit +Tampon de lyse ——> : centrifugation
Lysat ~4000rpm

2-1solation du cytoplasme et des petits organelles

centrifugation

\J-—) S4000:protZines cytoplasmiques et petits organelles
" 4000rpm

—> (C4000: membrane plasmique et parol———> SDS +

3-Isolation de la membrane

T—> fraction SDS: protZines membranaires

——> fraction pariZtale : solubilisation par la !-(1,6)-glucanase

Figure 16 : PrZparation des cellules en vue du Western bld@ette prZparation nZcessite 3 Ztapes
oe se feront la sZparation fractionnelle des diffZrents constituants de la cellule.
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laboratoire, Boisramgt al. 2009 pendant 3 heures ~ 37{C puis centrifuger 4 minutes ~ 4000
rom. Le surnageant est concentrZ sur Microcon et la moitiZ serae ty@aiZ une

endoglycosidase H pour Zliminer les sucres deggybbsylation.

2.5.2 Analyse par Westernblotting

Apres migration sur gel dOacrylamide ~ 10% en conditions dZnaturantes, les protZines
sont transfZrZes sur membrane de nitrocellulose (Hyb®Ed Healthcare). Le transfert
sOeffectue dans un appareil de tranfert ~ 400 mA pendant une heure dans un tampon de
transfert (Towbiret al, 1979). La membrane est ensuite bloquZe dans 10 ml de TBS Tween
(0,05%) EDTA (0,186%) + lait (5%) pendant une heur®anticorps primaire est ajoutZ
suivant la dilution appropriZe dans le tampon TBS Tween (0,05%) EDTA (0,184%) + Lait
RZglait (5%) puis incubZ sous agitation pendant une heure. La membrane est ensuite lavZe
trois fois par du TBS Tween EDTA. LOanticorpsosdaire, conjuguZ avec la peroxydase,

(IgG antilapin, GE Healthcare), est ajoutZ ~ la membrane, diluZ au 1/10000sme dans du TBS
Tween (0,05%) EDTA (0,184%) + Lait RZglait (5%). La rZvZlation sOeffectue par
chimioluminescence ~ |Oaide du kit ECL (ECL WestBlotting reagents, GE Healthcare)

suivant les instructions du fabricant et de films autoradiographiques (Hyperfiim ECL, GE

Healthcare).

2.5.3 Localisation par immunofluorescence

Les cellules ont ZtZ fixZes dans 1/8e 37% formaldZhyde pendant 4Csreinapees
lavages en PBS, elles sont ajoutZes ~ des lames recouvertes-tiesipelypuisbloquZes dans

du PBS + 0,5% de BSA et incubZes en prZsence dOanticorps monoclondsixamilZs au
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Cy3 (Sigma) 4!g/ml dans du PBS + 0,5% BSA pendant 1 heure gansir. Apres des

lavages dans le PBS, le DAPI est ajoutZ puis rincZ avant IOZtape de montage.
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I1l. RZsultats

Chapitre 1 : Analyse gZnZtique de la familldFF chez Candida

albicans

1.1- Introduction

La premisre Ztape de ce travail de these portait sur une analyse des sZquences
protZiques des Iffs. Nous verrons dans une premiere partie que cette Ztude nous a amenZs dans
un premier temps ~ sZquencer deux gen#sF1 et IFF10. Nous awns vZrifiZin silico la
prZdiction dOun ancrage GPI pour ces nouvelles sZgquences, puis nous avons localisZ certaine:
protZines Iffs. Enfin, nous avons ZtudiZ la conservation de ces Iffs dans dOautres gZnomes de

levures hZmiascomycstes.

1.2- SZqueneage degenesIFF1 etIFF10

Les genes de la famille IFF sont tous annotZs dans la base de donnZes en ligne CGD

www.candidagenome.orddans la version 19, la famille comprend 12 membres, les genes

IFF1 " IFF11 et le gene HYR1, prZcZdemment dZcrit comme induit par la morphogenese en
hyphe.

Deux de ces sZquences nous ont pourtant interpellZs. Cela nous a amenZs " les
sZquencer " partir de notre souche de rZfZrence BWARjLItE 17).

PourlFF1 (0rf19.5124), la version 19 de CGD avait fusionnZ deux contigs provenant

du gZnome de la souche \WJisolat clinique sans rapport avec SC5314 utilisZe pour le reste
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Figure 17 : SZqueneage des genéBF1 et IFF10. La nouvelle sZquence du geteF10

ajoute une thymine qui supprime le codon stop et rZtablit la phase de lecture avec IOORF

en aval. Cela nous donne une sZquence |pEWO qui est plus longue et qui sera prZdite
pour coder une protZine ~ ancre GPI. Le ghRE1 possede quant ~ lui deux allsles de

tailles diffZrentes ce qui a posZ des problemes de sZqueneage dans

http://www.candidagenomedatabase.org/
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du sZqueneage). A cet endroit, plusie@fsame shiftsE avaient ZtZ introduits podZa@ler le

cadre de lecture et ainsbnserver la phase. Le sZqueneage a rZvZIZ une ORF continue et
plusieurs substitutions. Noasons trouvZ des sZquences rZpZtZes dOenviron 138 pb au centre
de IOORF. Nous avons de plus Ztabli quOil existait deux alltEiledediffZrentes avec une
diffZrence de 366 nuclZotides au niveau de la rZgion riche en sZrine et thrZonine.

Quant " IFF10 qui correspondait ~ une petite orf19.5404 de la version 19, le
sZqueneage a insZrZ une base Thymine qui a permis de changesdaleHecture, et ainsi
dOZliminer le codon stop de 100rf19.5404. -Eiebe alors ZtZ fusionnZe en phase avec
I00rf19.5401 chevauchante en aval, rZtablissant ainsiF#L0 une sZquence longue avec
une rZgion riche en sZrine et thrZonine plus impertasibus verrons plus loin que cette

nouvelle sZquence porte les motifs de prZdiction dOun ancrage GPI.

1.3 Alignement des sZquences protZiques des Iffs.

Les protZines Iffs ont pour caractZristique la ressemblance avec le produit du gene
HYRZ " I1Qoriginede cette famille et le premier "~ avoir ZtZ dZcrit. Nous avons rZalisZ un
alignement de la sZquence en acides aminZs des 12 protZines Iffs. Sur ces sZquences nous
avons positionnZ les zones riches en sZrine, thrZonine, glycine et asparagine gr¥%.cé au logicie

de prZdiction de glycosylations disponible sur le site Exgagy.{www.expasy.org/prosite/

En analysant cet alignement protZig&egre 18) on remarquaine zone dOenviron
350 acides aminZs-términaux fortement conservZe qui dZfinit la famifgé (Figure 19).
Cette rZgion conservZe ne prZsente automelogie avec des domaines fonctionnels connus
et pourrait donc stre ~ 1Qorigine dOune spZcificitZ protZiqueCchalbicansCette zone
prZcede une rZgion peu conservZe et de longueur variable, riche en sZrines et thrZonines. Ces
acides aminZs prZdisent une fortgl@rosylation de ces protZines. La sZquence se termine
par une rZgion ®erminale courte et de longueur variabldreres Iffs, prZdite dans la

littZrature pour porter le plus souvent (sauf dans le cas @Jiféis voir plus basyn motif
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Figure 18 : Alignement de la sZquence protZique des Iffs avec prZdiction des zones de
glycosylation (SZrine ou ThrZonine)La partie N-terminale (aa 34D 350) est tres
conservZe (voir Figure 19) et suivie dOune zone riche en sZrine (en violet) et thrZonine
(orange) de longueur variable. La protZine se termine par une courte sZquence C-
terminale de longueur variable (dOapres Scan Prosite : http://www.expasy.org/tools/

scanprosite/).



Figure 19 : Alignement de la zone de similaﬁtZ des Iff§ici un alignement des 440 premiers 5
acides aminZs de la sZquence des Iffs rZalisZ avec GenDoc. Les 350 premiers acides aminZs
montrent une tres forte conservation entre eux. CQest la base de la famille Iff. Le pourcentage
dOhomologie est marquZ par un gradient de couleur : rouge (100%), orange (80%) et jaune
(60%). le consensus est notZ par des chiffres : 1 (DN), 2 (EQ), 3 (ST), 4 (KR), 5 (FYW) et 6
(LIVM).
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dOattachement dOancre GRiur aligner les Iffs entre elles, nous avons rZalisZ des
alignements qui ont ZtZ nettoyZs de deuxaeiffZrentes. LOun manuellem@igre 20a)
avec GeneDoc et IQautre automatiquenfégiie 20b) avec GBlocks. Cela a gZnZrZ dans le
premier cas 322 positions alignZes et dans IQautre 294 positions. Les arbres (NJ plot) ont le
meme profil et suggerentes relations de proximitZ relativement szres et dOautres incertaines.
Tout dOabord nous pouvons conclure que des duplications successives ont menZ aux genes
Iff4, puis IffS puis Iff3 et Iff9. Cependant il reste une incertitude concernant leur ancetre ainsi
que celui des genes Iffl, Iff2, Iff6 et Iff8. Les valeurs de bootstrap sont si faibles que nous ne
pouvons ordonner ces Iffs les uns par rapport aux autres. Ces arbres nous suggerent fortement
que 10Zvenement le plus ancien au sein de la famille cond&@eet Iff11 : cellesci
semblent avoir divergZ les premisres par rapport au reste de la famille, lors dOun premier
Zvenement de duplication survenu chez leur ancstre commun.

Nous avons ensuite voulu savoir si cette famille Ztait prZsente chez dOautres

champignons, et dans quelle mesure elle Ztait conservZe.

1.4 RZpartition des IFF chez quelques champignons.

La recherche dOorthologues des gtR€schez tous les eucaryotes a produit IQarbre
prZsentZigure 21. Deux principales conclusions peuvent dfeoule son examen. Tout
dOabord, les seuls eucaryotes qui posssdent des orthologUs dess leur gZnome sont les
especes tres proches d& albicans cOest " dir€. dubliniensisC. tropicalis C. parapsilosis
C. lusitianiag C. guillermondii et Lodderomyces elongisporu@on reprZsentZes ici). La
prZsence dOorthologues cRehia stipitismontre que cette famille peut aussi stre prZsente
chez des especes non pathogenes pour IOhomme. On ne retrouve pas par contre d'orthologues
dans les gZnomes debaryomyces hansdénou de Pichia farinosa suggZrant que cette

famille a ZtZ perdue par certaines espeteslade des levures CTGigure 22).
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Figure 20 : Evolution deslffs. Les arbres ont ZtZ rZalisZs ~ partir dOalignements
nettoyZs ~ I0aide de deux logiciels diffZrents. (a) Alignement rZalisZlasta X puis
correction manuelle des gaps av@eneDocaboutissant ~ 32Za (b) Alignement
automatique rZalisZ avec Muscle puis correction des gap&hlaaks(taille minimale

des blocs de 8) gZnZrant 284 Les arbres sont rZalisZs f@irustalX avecNJplot +

1000 permutations. Comme dZmontrZ par ces deux arbres qui ont le meme profi,
IQorigine des protZines Iff4, Iff5, I1ff3 et 1ff9 semble probable. Par contre il existe une
tres forte incertitude concernant I0Zvolution des protZines Iff1, Iff2, Iff6 et Iff8 (valeurs
debootstragfaibles entourZes en orange).
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Figure 21 : Arbre phylogZnZtique reprZsentant la rZpartition des orthologues des
IFF chez les eucaryotesOn en trouve uniquement chez les especes proches
phylogZnZtiqguement d& albicans



Figure 22 : Distribution des familles de genedFF parmi les especes du clade CTG.

Chez les especes dont nous avons la sZquence, la prZsence de ldREnaifieindiquZe par une
pastille rouge, IQabsence par une croix rouge. LOarbre des levures du clade CTG est extrait de
publication Tsuet al, 2008.
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Deuxismement, en regardant plus en dZtail, on remarque que les I§feOune meme
espece sont regroupZs. On aurait en effet pu avoir un regroupement des genes par type d'lff
mais ce nOest pas le cas. Cela suggere donc que la famille aurait ZvoluZ apres la spZciation,

sauf dans le cas du coug@e albican$C. dubliniensigui a divergZ rZcemment.

1.5 Przdiction in silico de IOancrage GPI

Les Ztudes de prZdiction de IOancrage GPI et de localisation des protZines Iffs ont ZtZ
rZalisZes gr¥%o.ce ~ une collaboration avec Anita BoisramZ.

Suite " IOobtention de leurs nouvelles sZquences, nous voulions savoir si les deux
protZines Iffl et Iff10 pouvaient porter un motif dDancrage GPI et aussi visualiser les signaux
dOadressage et dOancrage des autres Iffs prZdits par la littZratureid€eitsilito a ZtZ
rZalisZe en regroupant plusieurs informations donnZes par diffZrents logiciels disponibles dans
diffZrents sites notamment sur un site danois proposZ dans Expasy ou sur des sites comme
GPI-SOM, bigP!I et PredGPI pour la prZdiction dari€re et du site Omega :

- PrZdiction de la sZquence signaktg://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/Cette

sZquence signal amiterminale est commune aux bactZries et aux eucaryotes et
permet chez cederniers I0envoi de la protZine au rZticulum endoplasmique, premisre
Ztape de la voie de sZcrZtion.

- PrZzdiction de domaines transmembranaires

(http://lwww.cbs.dtu.dk/services/TMHMM.0/ et http://bp.nuap.nagoya

u.ac.jp/sosu)l Ce domaine constitue un segment transmembranaire hydrophobe
permettant ~ la protZine de sOancrer dans la membrane du rZticulum. Il mesure au
minimum 20 acides aminZs mais, lorsquOil ne mesure que 15 acides aminZs et quOil
nOest pas tres hydrophobe, il ppaire partie du signal dOancrage GPI et tre clivZ

pour permettre |[Oattachement de la protZine sur IOancre.
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- PrZdiction des sites de-glycosylations fittp://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGIyc/

On recherche des motifs AsX-Thr/Ser, car la Nylycosylation sOeffectue sur IOAsn.

- PrZdiction des sites de-@ycosylation http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/

On recherche des rZgions riches ameg et thrZonines car elles sont le lieu des O
glycosylation.

- Przdiction dOune ancre GPI par -SBM (http:/gpi.unibe.ch/ ou par bigPI

(http://mendel.immc.at/sat/gpi/gpi_server.htmlCes logiciels prZdisent une ancre

GPI par des mZthodes diffZrentes.

ProtZine Peptide N-glycosyl. O-glycosyl. Domaine Site ( Tallle
signal hydrophobe totale (aa)
Iff1 +(20-21) 3/8sites 200 ? 15411561 1539 1562
I1ff2 +(20-21) 11/40 sites 160 ? 12281248 1224 1249
Iff3 +(20-21) 1/5sites 32 Non (12) ? 918 941
Iff4 +(20-21) O/3sites 4 ? 15061525 1501 1526
Iff5 +(20-21) 1/10sites 31 ? 12871307 ? 1286 1308
Iff6 +(19-20) 7/21 sites 181 ? 10651085 ? 1064 1086
Iff7 +(20-21) 2/12 sites 6 + 12021224 Pas de GPI 1225
Iff8 +(19-20) 2/6sites 134 Non (6) ? 688 714
Iff9 +(20-21) 0/9 34 Non (12) ? 918 941
Iff10 +(19-20) 2/8sites 66 ? 12231243 ? 1219 1244
Iff11 +(19-20) 1/1 site 48 Non Pas de GPI 511
HYR1 +(20-21) 9/13 sites 53 ? 899918 895 919

Tableau 3: PrZdiction in silico dOun ancrage GPI.
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Le site danois(CBS) a permis de rechercher la sZquence signal, les sites de
glycosylation et le domaine hydrophobe. Le site OmZga a ZtZ recherchZ sur PredGPI.
LesC?Eindiquent que tous les programmes citZs dans ce paragraphe ne prZdisent pas tous la
meme chose. Le site de clivage du peptide signal s'il est prZsentt(idiegiZ dans la
colonne "PeptideSignal” et la position du site de coupure du pZcurseur aéguiel entre
parentheses. Deux chiffres sont donnZs pour les sites-glgchsylation: le 1°" correspond
aux sites " tres forte probabilitZ, le second aux sites possibles. On a indiquZ dans la colonne
CDomaine hydrophobE la prZdiction pour un domaineatrsmembranaireC?E Si peu
probable,CNonE si <20 acides aminZs avec entre parenthese le nombre d'acides aminZs
hydrophobesG+ E si prZsent) et la position de la sZquence hydrophdbertnal quand elle

existe.

Toutes les protZines sont prZditesipdre dirigZes sur la voie de sZcrZtion. Iff4 et 7
sont prZdites pour stre plus faiblement glycosylZes que les autres protZines de la famille.
Seules Hyrl, Iff1, Iff2 et Iff4 rassemblent clairement toutes les caractZristiques attendues pour
une protZiné ancre GPI. Iff7 est prZdite pour comporter un domaine transmembranaire (cOest
le seul qui soit validZ par TMHMM) et pourrait donc stre ancrZe directement dans la
membrane par ce domaine, malgrZ la prZdiction dOun ancrage GP}Rlaetb@PISOM,

mais ron retenu par PredGPhtp://gpcr.biocomp.unibo.it/predgpi/pred.BtmZcrit comme

un bon prZdicteur (Pierleoni, 2008). Iff5, 6 et 10 semblent elles aussi de bonnes candidates
pour porter une anerGPI, bien que bl les classe edessous du seuil de validation pour le

site Omega elles sont cependant retenues par-SBM et par PredGPl. LOabsence de
domaine hydrophobe terminal dans le cas dOIff3, 8 et 9, associZe "~ une probabilitZ de prZsence
du site Omega faible pour bigl mais forte pour PredGPI (>99%) suggere que la localisation

de ces protZines (sZcrZtZes ou solubles) doit stre confirmZe expZrimentalement. Enfin GPI
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SOM, bigP!I et PredGPI ne prZdisent pas |Oexistence dOun site Omegastemnjuiccord

avec les rZsultats publiZs indiquant qu'lff11 est une protZine sZcrZtZe (Bates, 2007).

1.6- Localisationin vitro des protZines Iffs.

Nous avongocalisZ ces protZines chez des souches exprimant chaque Iff sous contr™le
du promoteur forpACT1et en fusion avec une Ztiquette p&ur la dZtection par Western
blot (voir MatZriel et MZthodes). Ces souches surexpriment les protZines Iffs sans quoi on ne
pourrait pas les visualiser puisque elles sont exprimZes ~ un niveau indZtdetablaos
conditions(voir Chapitre 4).

Des prZparations de paroi de ces diffZrentes souches otraiZigs au SDS en
prZsence de-mercaptoZthanol ét100;C pour les dZbarrasser des protZines non attachZes de
fason covalente et des protZines membranaires. Agigsstion par une-{1,6)-glucanase
(extrait les protZines liZes alx1,6)-glucanespu” la fois par uné -(1,6)-glucanase et une
endoglycosidasé! (Zlimine les Nglycosylations) les protZines libZrZes sont sZparZes sur gel
et mises en Zvidence par anticorps amtV5. Les rZsultats prZsentZs surFlgure 23
indiquent que les protZines Iff3, Iff5, Iff6 et Iff8 se retrouvent dans la fraction pariZtale
digZrZe par Ia-(1,6)-glucanase et bien que ce test ne soit pas quantitatif, on peut constater un
changement de poidapres un traitement par [Oendoglycosydase H. Ce sont donc toutes des
protZines pariZtales.

La protZine Iff2 aquant ~ elleZtZ locali&e dans la membrafigigure 24). Pourtant la
localisation par immunomarquage sans Ztape de permzabilida la paroi nous permet tout
de meme de la localiser ~ la surface. Une hypothese pour expliquer cela serait que sa

A

conformation serait liZe ~ sa forte glycosylation qui 10Ztirerait jusquOen surface. Cette

expZrience rZalisZe sur Iff2 sera par la sttadue " toutes les protZines Iffs de cette Ztude.
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Figure 23 : Western blot des souches de surexpressionRi3, IFF5, IFF6 et IFF8. Dans

les puits se trouvent de gauche " droite, la fraction S4000 (protZines cytoplasmiques et petits
organelles), la fraction SDS (protZines membranaires), la fraction Paroi seule, la fraction paroi
ancre GPI) et la fraction paroi digZrZe par

~

digZrZe par la !-1,6-glucanase (protZines
IOendoglycosydase H (Zlimination de la N-glycosylation).
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Figure 24 : Localisation de la protZine Iff2 portant un tag V5(a) Western blot de

la souche de surexpression dOIfFghs les puits se trouvent de gauche " droite, la
fraction S4000 (protZines membranaires et pariZtales attachZes par des liaisons non-
covalentes), la fraction Paroi seule et la fraction paroi digZrZe par la !-1,6-glucanase
(protZines ~ ancre GPI)(b) Immunofluorescence des cellules surexprimant la
protZine Iff2 portant un tag V5. Aucun traitement prZalable de permZabilisation de la
paroi nOa eu lieu. Donc ici nous visualisons en rouge les protZines localisZes en
surface.
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Conclusion

Les prZdictions phylogZnZtiques ne permettent pas dOenraciner |Qarbre. Par contre,
elles nous montrengudFF10 et IFF11 sont ceux qui ont le moins subi dOZvZnement de
duplication, et que dOun autre dPRZ, IFF5, IFF3 etIFF9 sont issus d'un ancetre commun.

Cette famille gZnique se retrouve chez les especes proci@satlicanset semble etre plut™t
spZcifique des espes pathogenes, ce qui justifie que nous approfondissions son Ztude.

La somme des prZdictioirs silico nous donne une information qui nOest pas fiable
100%. Il Ztait donc nZcessaire dOeffectuer des tests biochimiques. Nous avons donc confirmZ
que les potZines Iff3, Iff5, Iff6 et Iff8 sonpariZtalesalorsqudif2 est membranairéFigure
25). Ces observations directes de localisation systZmatiquaent en accord avec les
prZdictions de PredGPI ce qui nous permet de penser que cOest un logiZidictierpplus
fiable que GRISOM ou bigPI. Les tests de localisation par immunofluorescence ont par
ailleurs permis de prZciser que bien quOZtant membralfdite, Ztait accessible par
|Oanticorps anti5 en surfacecomme montrZ par le tZmdiifi2-V5$ sans sa partie central
cela semble etre liZ 3a glycosylationLes sucres feraient un espace autour de la protZine,
permettant |Oacces de IQanticorps\émjusqua la partie-tdrminale portant le tag VERour

complZter cette Ztude il reste ~ clonelasliser les protZines Iff1, Iff4, Iff7, Iff9 et Iff10.
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Figure 25 : SchZma rZcapitulatif de la localisation des protZines Iffs3 cas
possibles.

La localisation dOIff11 provient de la publication Bateal. (Bateset al, 2007).

Les protZines Iff2, Iff3, Iff5, 1ff6 et Iff8 ont ZtZ localisZ par Western blot lors de
cette Ztude. Iff3, Iff5 et Iff6 sont des protZines pariZtales. Iff8 est une protZine
pariZtale qui nQaffleure pas la surface cellulaire tandis que la protZine Iff2 est
membranaire mais cependant sa structure lui permet dOaffleurer la surface.
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Chapitre 2: CrZation des mutantsiff -/-

2.1 Introduction

La deuxisme partie de ce travail consistait = obtenir la banque complste de mutants
homozygote#f-/- chez le diplosde strict. albicans

Alors que la manipulation gZnZtique cl&zcerevisiagest aisZe, |Oabsence de cycle
sexuel complet cheg. albicans la diploedie, les faibles frZquences de transformation et
I'existence d'un code gZnZtique alternatif compliquent IQutilisation desnalificulaires.
- Une mZthode dQOinterruption paUr@blasterE, basZe sur [Outilisation dOune cassette
recyclable URA3 a ZtZ dZveloppZe il y a une quinzaine dOannZe pour permettre la
transformation sZquentielle dOune souche auxotrophe pour |Qfoacie: Irwin, 1993) Si
cette mZthode prZsente IOavantage de permettre la crZation de mutants multiples, elle nZcessit
toutefois la rZgZnZration de son marqueur en ajoutant dans le milieu de Bacide
Fluoroorotique (8FOA). Ce dernier est transformZ efflBrouracile qui est toxique pour les
cellules exprimant le gengRA3et permet donc de sZlectionner des rZvertants Ura
- Une autre mZthode plus rapide a ZtZ dZveloppZe par la suite. Elle ved@silsation
dOune cassette UAUL. Cette cassette apporte potentiellement deux marqueurs de sZlection
(ARG4et URAJ puisquOelle porte le geARG4entourZ des rZgions 30 et 50 duldRAs
Elle est insZrZe par double recombinaison homolddm@laced'un allsle en sZlectionnant le
phZnotype Arg+, puis IOhZtZrozygote obtenu pourra devenir homozygote pour le gene cible
par homogZnotisation de IQallsle marquZ par la cassette UAUL. LOexcisR@4tEun des

deux allsles permet alors de restaurer unnpitype Ura+ et de sZlectionner IQinactivation du
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second allsle, apres une seule Ztape de transformati@h dtbicans(Enloeet al, 2000) Le
probleme de cette mZthode est que nous ne maitrisons pas completement les Zvenements de
recombinaisn. En effet elle sZlectionne les transformants pour lesquels une conversion de
gene, un double crossirgver ou une erreur de sZgrZgation lors de la mitose a rendu la souche
homozygote pour la cassette de disruption.
- Pour Zviter les mutations alZatsirebtenues avec le systeme prZcZdentsysteme de
transformation basZ sur la PCR a ZtZ dZveloppZ sur le modele de ce qui se f8it chez
cerevisiae LOutilisation de la souche triple auxotrophe BWRIA3, hisI, arg4] permet de
gZnZrer des doubles mutants simplement apres deux Ztapes de transformations successives,
sans passer par |0Ztape de rZgZnZration dOun marqueur de sZlection unique. Nous avons do
choisi dOutiliser cette dernisre mZthode que nous dZcrivonspldZtail dans la partie
MatZriel et MZthodes.

Un probleme commun " toutes ces techniques appara’t cependant lors de IQutilisation
in vivo de ces mutantsuisquelOauxotrophie pour IOuracile affecte IOadhZrefcealthécans
sur tissus humains, ainsi gsa virulence dans un modsle dQinfection systZmique chez la
souris(Bain et al, 2001; Layet al, 1998) La mauvaise expression du gd&®A3" un locus
ectopique ou dans un environnement dZfavorable (Sharkey, g088)donc un probleme
pour les mZthodes de disruption utilisdiRA3 comme marqueur de sZlection. Cela peut
toutefois facilement stre rZsolu par [Oajout dOUridine dans le milieu ou par la rZintZgration du

gene URA3au locusRPS10qui permet une forte exmsion dORA3(Brand, 2004).

2.2 Transformation basZe sur un produit de PCR Jumbo.

Les cassettes dOinterruption ont ZtZ construites par PCR Jumbo comme dZtaillZ dans la
partie MatZriel et MZthodes. Parfois, plusieurs transformations ont ZtZ nZcessaires avan
dOobtenir des clones positifs. Lorsque cela Ztait possible, 32 clones ont ZtZ rZisolZs puis

vZrifiZs apres chaque Ztape (transformation par la cagge@eet sZlection pour la cassette
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URA) par PCR sur colonies. Au moins 3 clones positifs en PCR omAsrvZs “80;C.
Pour chaque gene, nous avons construit des homozygdtddeau 4 ~ partir de deux

hZtZrozygotes distincts pour pouvoir comparer par la suite deux mutants indZpendants.

Mutants chromosome gZnotype Origine
iff1-/- Chr7 HomozygotgHis-, Arg+, Ura+] BWP17
iff 2-/- Chr5 Homozygote [His, Arg+, Ura+] BWP17
iff 3-/+ ChrR HZtZrozygote [His Arg+, Ura+] BWP17  systemeTet-Off
iff 4-/- ChrR Homozygote [His, Arg+, Ura+] BWP17
Iff5-/- Chr4 Homozygote [His, Arg+, Ura+] BWP17
iff 6-/- Chr 2 Homozygote [His, Arg+, Ura+] BWP17
iff 7-/- ChrR Homozygote [His, Arg+, Ura+] BWP17
iff 8-/- Chr5 Homozygote [His, Arg+, Ura+] BWP17
iff -/+ ChrR HZtZrozygote [His Arg+, Ura+] BWP17  systeme TetOff
iff 10-/- Chr3 HomozygotgHis-, Arg+, Ura+] BWP17
iff 11-/- Chr 3 Homozygote [His, Arg+, Ura+] BWP17

Tableau4 : banque des mutantgff -/- construits pour ce travail.

On notera que les disruptants homozygotd#sFd' ont ZtZ obtenus sans difficultZ, infirmant
ainsi l'annotation de CGD: "possibly an essential gene, disruptants not obtained by UAU1

method" http://www.candidagenome.orqg/ehin/locuspl?locus=IFF1L
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2.3 Analyse des mutants

2.3.1. VZrification du gZnotype par Southern blot

Nous avons ensuite vZrifiZ par Southern blot entre 4 et 5 mutants homozygotes pour
chaque gene. Les enzymes utilisZes lors de la digestion dOADN gZnomique dinsaitiee
des bandes attendues apres rZvZlation du Southern blot sont prZsentZesabeesils et

les gels sont dans fure 26.

mutant enzyme de restriction allsle sauvage allsle ARG4 allsle URA3
iff1-/- Hindlll 2901 ou 3270 pb 2246 pb 5271 pb
iff2-/-  Hindlll 5841 pb 2598 pb 3863 pb
iff4-/-  Hindlll 5090 pb 1574 pb 7219 pb
Iff5-/- Sty 6629 pb 5076 pb 3929 pb
iff6-/-  Clal 5472 pb 2989 pb 3744 pb
iff7-/-  BsXI 2528 pb 1685 pb 3112 pb
iff8-/-  Hindlll 3180 pb 4654 pb 11531 pb
iffL0-/- Hpal 1941 pb 1661 pb 2795 pb
iff11-/- Xbal 4668 pb 1243 pb 5360 pb

Tableau 5: Taille attendue dans IQanalyse par Southern blot des mutarifs/-. Le
gene IFF1 a deux allsles de tailles diffZrentes, cela ne donne qu'une taille attendue lorsqu'il

estinterrompuparARG40u URA3

Cette technique Ztant assez lourde ~ mettre en place pour tous ces mutants, nous avons
allZgZ un peu IOexpZrimentation en utilisant une seule enzyme de restriction et une seule sonde
par mutant pour discriminer les trois typ#alleles (voir MatZriel et MZthode). Bien que les
sondes aient Z§aurifiZes sur gel, le Southebiot des clone#f7-/- prZsente de nombreuses

bandes aspZcifiques. La membrane a subi une deuxieme sZrie de lavage en SSC 2X 1.0% SDS
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Figure 26 : VZrification du gZnotype des mutants par
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mais cela nOa paserd les bandes parasites. Dans certains cas, ilcafalnrecommencer
le Southerrblot. Nous avons Zgalement commandZ de nouvelles sondes, 100 pb plus grandes.
Cela a amZliorZ la qualitZ des rZvZlations.

Sauf dans le cas des gen&&3 et|FF9 qui sontdZtaillZs plus loin, des homozygotes
mutants ont donc bien ZtZ obtenus pour tous les genes et une premiere analyse phZnotypique

de ces souches a ZtZ rZalisZe.

2.3.2. Etude des phZnotypes par des tests en gouttes et des tests en milieux liquides

Tests en guttes

ExceptZ Iff11 qui est secrZtZe (Bates, 2007), Iff2 qui est membranaire et Iff7 qui IOest
sans doute aussi dOapres les prZditipsilico, les autres protZines Iffs sont potentiellement
transfZrables de leur ancre GPI membranaire " la paros Rtiarraient donc jouer un r™le
dans I0architecture et IQintZgritZ de la paroi dans ces deux localisations. Pour tester cette
hypothese, la sensibilitZ des mutariffs/- de C. albicans” diffZrents agents perturbant la
paroi a ZtZ testZe en milieu gZlosZ.

Nous avons utilisZ le test en gouttes pour dZtecter les modifications de la paroi, les
rZponses aux stress, et les dZfauts de morphogenese.
La morphogensse a ZtZ testZe sur milieux solides Spider et sZrum (5%) ~ 37iC; les
observations ont ZtZ effectuZé&sou 3 jours.
Les modifications de la paroi ont ZtZ testZes sur milieu YPD + SDS, YRizefluor White
et YPD + Caspofungine. Ces trois composants permettent de visualiser diffZrents dZfauts
pariZtauxLe SDS pZnstre plus facilement une paroi dZfectaglZsorganiséa membrane
plasmique eentra’ne la mort de la cellule par fuite des Zlectrolyi@<FW est un colorant
qui permet de visualiser les levures ayant une anomalie de structure de leur paroi car il entre
en compZtition avec les(1,3)-glucanes pour IOattachement de la chitine ce qui induit la mort

cellulairepar choc osmotiquéJne souche dont la paroi est dZfectueuse compense souvent ce
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dZfaut par une augmentation de son taux de chitine pariZteéemutants seront donc plus
sensibles alCFW. LaCaspofunginest un antifongique qui agit en inhibanfdactionde la
"-(1,3)glucane synthase. Si une protZine est impliquZe dans la biosynthese de la paroi,
IGabsence de cette protZine pourrait dZsorganiser la paroi provoquant ainsi degireffess
chez ce mutant comme une plus grande sensibilitZaspofunginet ~ certains stress.

La rZponse des mutants "~ diffZrents stress environnementaux a Zgalement ZtZ testZe, tels
que les stress pH (pH3 et pH10) ou le stress oxydatif (sensiifd,).

Les tests en gouttes ont ZtZ rZpZtZs deux fois sur deux mutants indZpendants. Les
rZsultats de IOZtude globale des muifitschezC. albicansmontrent que les protZines Iffs
ne sont impliquZes ni dans la morphogenese, ni dans les rZponses aux stress testZs, ni dans
IOintZgritZ de la paroi. Par ailleurs des tests de filamentation en milieu liquide de Lee nOont
montrZ aucun retard, ni hyperfilanation, ni meme dOagrZgation des cellules entre elles.

Parfois les clones homozygotes retenus ont montrZ un phZnotype diffZrent. Le mutant
iff8.3.4/- a montrZ une hypersensibilitZ pour la Caspofungine et le Calcofluor \Wigjtee(
27). Les autres clormetestZs nOayant pas le meme phZnotype, il est peu probable quOune
mutation ait pu rZtablir le phZnotype sauvage chez tous les autres clones. Ces rZsultats tendent
" indiquer que la sensibilitZ du mutaift8.3.4 nOest pas due " IQinactivationgene IFF8
mais rZsulterait dOun effet secondaire de la transformation, comme par exemple l'induction de
mutations ou de remaniements chromosomiques lors de la transforn@eite.hypothese
pourrait etre vZrifiZe en montrant que la complZmentatidf8 @34/- par IQallsle sauvage ne
modifie pas la sensibilitZ ~ la Caspofungine et au Calcofluor White.
Les clonesiff5.2.11, iff5.2.14 iff5.4.1 et iff5.5.6 ne prZsentent pas un phZnotype

homogene lors des tests en gouttEg(re 28). Dans le doute et par manque dmps, nous
avons prZfZrZ Zcarter ce gene et les mutants correspondants de la suite de notre Ztude.

Tests en milieux liquides
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Figure 27 : Analyse du mutantiff8-/-. Tous les mutants iff-/- ont ZtZ analysZs en tests en
gouttes. Le clone iff8.3.4-/- a montrZ un phZnotype sur Caspofu@fn"-A%B=%<& /C7@;&
D!./E9& F#& ,=@"G@#& THI9'QIK+K& ;@& 7THI9(9'K+K& #;,L-;G@& M@<;& -N*O<;,;G@& #;G#
A%GA;G@<N&P&191'(:9

5.2.11
5.2.14
55.1
55.2
5.5.8
5.5.9
258 ~ Caspofungin - CFw SDS  SC + Histidine
12!gml 75!gml 0.010%
iff5.2.11
iff5.2.14
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ifflu4.2
iff1lU4.29
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Figure 28 : Analyse du mutant iff5-/-. Deux phZnotypes diffZrents sont observables en tests en
gouttes sur milieu Caspufungin, Calcofluor White (CFW) et Sodium Dodecyl Sulfate (SDS). Les
mutants vZrifiZs en Southern-blot sont en gras, et les mutants prZsentant une hypersensibilitZ de la
paroi sont en rouge. Il semblerait quOun retard de croissance soit aussi observable sur le milieu

minimum tZmoin.









































































































































































































