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I. Introduction 

 

1. PrŽsentation gŽnŽrale de Candida albicans 

1.1 CaractŽristiques gŽnŽrales. 

1.1.1 Taxonomie et morphologie de C. albicans 

Ce microorganisme est classŽ dans le Phylum des Ascomycota, classe des 

Saccharomycetes, ordre des Saccharomycetales, famille des Saccharomycetales 

mitosporiques. 

Ce champignon adopte trois formes morphologiques majeures : la forme levure (encore 

appelŽe blastoconidie), la forme pseudo-hyphe et la forme hyphe (Figure 1). La forme levure 

est ovo•de, mesure de 3 ˆ 10 !m de diam•tre, se multiplie par bourgeonnement et se prŽsente 

gŽnŽralement sous forme de cellules isolŽes. Les pseudohyphes rŽsultent d'un allongement 

apical des bourgeons qui ne se sŽparent plus de la cellule m•re et conduisent donc ˆ la 

formation de cha”nettes. Les hyphes forment des structures tubulaires, parfois branchŽes, 

constituŽes d'une suite d'articles mononuclŽŽs ; ils s'allongent par l'apex et l'article terminal se 

divise par scissiparitŽ quand leur taille a environ doublŽe (Sudbery et al., 2004).  

Exceptionnellement et sous certaines conditions in vitro, C. albicans peut former des 

chlamydospores, comme par exemple apr•s une culture ˆ faible tempŽrature dans un milieu 

pauvre complŽmentŽ dÕun dŽtergent (Tween 80) (Figure1e). Les chlamydospores sont des 

cellules rondes ˆ paroi Žpaisse et lisse, formŽes par diffŽrents champignons, voire m•me des 

algues. Chez C. albicans, ou C. tropicalis, elles se forment ˆ lÕextrŽmitŽ des hyphes 



Figure 1 : Les quatre formes de C. albicans.  
C. albicans est sous forme levure (c) et peut se retrouver sous forme hyphe 
(a, d) lorsque les conditions le permettent (pH basique, 37¡C, sŽrum). 
LÕhyphe est gŽnŽrallement prŽcŽdŽ par la formation dÕun tube germinatif (b). 
Sur cette m•me photo faite au microscope Žlectronique, on peut voir les 
cicatrices laissŽes par la cellule fille lors de la multiplication cellulaire qui se 
fait par bourgeonnement. Plus rarement on rencontre la chlamydospore, 
rŽfringente au bout des hyphes en microscopie optique (e).  

(a) 

(b) 
(c) (d) 

(e) 



Introduction 

 

 6 

(Hasenclever, 1971). Les mŽcanismes molŽculaires aboutissant ˆ cette forme sont tr•s mal 

connus, de m•me que sa fonction et son implication dans la virulence. 

D'une mani•re plus gŽnŽrale, le basculement d'une forme ˆ l'autre est fortement 

dŽpendant des conditions environnementales (pH, tempŽrature, prŽsence ou non d'un support, 

nature du milieu, PCO2É), Nous n'avons cependant qu'une ma”trise empirique de ces 

conditions, les signaux molŽculaires exacts restant inconnus.  

1.1.2 GŽnŽtique de C. albicans 

Cette levure est strictement diplo•de et poss•de 8 paires de chromosomes pour un 

gŽnome haplo•de dÕenviron 16 Mbases. LÕimportant polymorphisme allŽlique touchant 

certains de ses g•nes lui permet dÕaugmenter sa diversitŽ gŽnŽtique et contribue ˆ son 

adaptation ˆ diffŽrents environnements et ˆ lÕacquisition de rŽsistance aux antifongiques 

(Cowen, 2001; Cowen et al., 2001; Yesland & Fonzi, 2000). 

Cette levure a deux particularitŽs gŽnŽtiques qui feraient aussi partie des mŽcanismes 

qu'elle a dŽveloppŽ pour maintenir sa diversitŽ gŽnŽtique (Odds, 2010), en l'absence de cycle 

sexuel complet. Ces particularitŽs sont aussi pour les phylogŽnŽticiens des indices prŽcieux 

permettant de retracer son Žvolution dans le r•gne des champignons : 

- LÕusage particulier du codon CUG 

Comme dÕautres esp•ces du genre Candida phylogŽnŽtiquement proches, C. albicans a une 

lecture particuli•re pour un codon : CUG est traduit en sŽrine et non en leucine. Ces esp•ces 

forment le clade CTG (Figure 2). Ceci semble •tre dž ˆ lÕapparition dÕun nouveau tRNA 

serine (tRNACAGSer) chargŽ dans 97% des cas par une aminoacyl acyl tRNA synthase serine 

(SerRS) et dans 3% des cas par la synthase LeuRS. Cette ambigu•tŽ Žlargit le protŽome et 

accro”t la diversitŽ phŽnotypique, en particulier en conditions de stress o• lÕambigu•tŽ atteint 

5% et permet lÕexpression de phŽnotypes mieux adaptŽs (sŽcrŽtion accrue de lipases, 



Figure 2 : PhylogŽnie de souches de Candida sp pathog•nes 
parmi des esp•ces pathog•nes ou non-pathog•nes (Odds 2010). 
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protŽases, adhŽsines et colonisation de lÕh™te par exemple). En corollaire, cette Žvolution a 

entra”nŽ la disparition de 99% des codons ancestraux CUG remplacŽs par un codon synonyme 

par mutation du codon CUG, lorsque lÕambigŸitŽ ne pouvait •tre tolŽrŽe  (Butler et al., 2009; 

Moura et al., 2009).  

- Le cycle parasexuel 

Sa deuxi•me particularitŽ rŽside dans le fait quÕelle a un cycle parasexuel : elle peut 

conjuguer pour former des tŽtraplo•des, mais il nÕa jamais ŽtŽ observŽ de mŽiose pour le 

retour ˆ lÕŽtat diplo•de. Ce champignon diplo•de strict peut en effet se croiser puisquÕil existe 

deux idiomorphes au locus du signe sexuel, similaires aux g•nes MATa et MAT! de S. 

cerevisiae. Ces g•nes rŽgulent lÕidentitŽ sexuelle des champignons par des syst•mes de 

rŽgulations transcriptionnelles qui ont par ailleurs divergŽ non seulement entre C. albicans et 

S. cerevisiae mais Žgalement au sein du genre Candida (Soll et al., 2009). La plupart des 

souches Žtant hŽtŽrozygotes pour le locus du signe, la conjugaison nŽcessite en premi•re Žtape 

de gŽnŽrer des homozygotes pour le signe, et en seconde Žtape de trouver un partenaire 

homozygote de signe opposŽ. Une Žtude rŽcente a cependant montrŽ que, tout comme chez le 

champignon pathog•ne Cryptococcus neoformans, des souches de m•me signe sexuel chez C. 

albicans peuvent parfois se croiser et donc prŽsenter un phŽnotype homothallique (Alby et al., 

2009; Heitman, 2009). Apr•s la conjugaison, le retour ˆ lÕŽtat diplo•de se fait non pas par 

mŽiose mais par perte chromosomique alŽatoire sans production de spores. (Alby et al., 2009; 

Heitman, 2009). Ce cycle parasexuel peut •tre ˆ lÕorigine de rŽarrangements chromosomiques 

et gŽnŽrer de nouvelles combinaisons dÕall•les (Odds, 2010). 
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1.2 Le pathog•ne opportuniste C. albicans 

1.2.1 De lÕŽtat commensal ˆ lÕŽtat pathog•ne 

C. albicans est un microorganisme naturellement prŽsent chez lÕhomme (d'Enfert, 

2009). La colonisation concerne majoritairement le tractus gastro-intestinal, mais aussi le 

tractus gŽnital et/ou la peau. La transmission peut se faire de la m•re ˆ lÕenfant lors de 

lÕacquisition de la flore maternelle pendant la pŽriode pŽrinatale. La persistance de 

commensaux chez lÕhomme sugg•re quÕils poss•dent un arsenal de molŽcules dirigŽes contre 

les mŽcanismes de dŽfenses de lÕh™te aboutissant ˆ un Žtat de tolŽrance. Lorsque le syst•me 

immunitaire est affaibli ou que le microbiote est altŽrŽ, cet Žquilibre est rompu et le 

commensal devient un pathog•ne opportuniste qui peut alors se dŽvelopper, envahir lÕh™te et 

induire la maladie.  

1.2.2 Aspects cliniques 

C. albicans peut alors •tre ˆ lÕorigine dÕinfections de gravitŽ proportionnelle ˆ lÕŽtat 

immunologique du patient. 

¥ Candidoses superficielles : 

Les candidoses gŽnitales sont frŽquentes et touchent 3 femmes sur 4, souvent pendant la 

grossesse (Soong & Einarson, 2009). Les muqueuses buccales (muguet du nourrisson) et les 

rŽgions humides de lÕŽpiderme (plis, ongles) peuvent aussi •tre le si•ge dÕinfections 

superficielles. Les candidoses oropharyngŽes reprŽsentent la cause dÕinfection opportuniste la 

plus commune chez les sujets immunodŽficients et cÕest une des premi•res manifestations du 

SIDA. Ces patients sont prŽdisposŽs ˆ des infections chroniques, dÕintensitŽ variable et 

proportionnelle au dŽveloppement du SIDA. De plus, le traitement de ces candidoses peut •tre 

limitŽ par lÕapparition de rŽsistances aux antifongiques accentuŽes par la rŽcurrence de 

lÕinfection (Hamza et al., 2008) et lÕobligation dÕun traitement prŽventif en permanence. 
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¥ Candidoses systŽmiques : 

Le terme de candidoses systŽmiques dŽsigne ˆ la fois les candidŽmies (dissŽmination 

hŽmatog•ne objectivŽe par une hŽmoculture positive), les candidoses viscŽrales profondes 

ainsi que les candidoses Ïsophagiennes (Thom & Forrest, 2006). Du fait de leur survenue au 

cours du traitement de pathologies lourdes chez des patients fragiles ou immunodŽprimŽs 

comme les transplantŽs, les candidoses profondes se dŽclarent le plus souvent ˆ lÕh™pital et 

sont donc considŽrŽes comme des infections nosocomiales. La mortalitŽ globale varie entre 30 

% et 50 %, cependant elle est difficile ˆ Žvaluer compte tenu de la gravitŽ des pathologies 

associŽes. 

1.2.3 EpidŽmiologie des infections ˆ Candida 

Les Žtudes ŽpidŽmiologiques font suite ˆ des questions posŽes par les cliniciens, telles 

que : Quelles sont les sources dÕinfection ? LÕinfection est-elle causŽe par une seule souche ? 

Est ce quÕil y a des souches spŽcifiques dÕun degrŽ dÕinfection ? Pour rŽpondre ˆ ces 

questions il existe aujourdÕhui des approches fiables pour identifier et comparer les souches 

cliniques comme le Ç MutiLocus Sequence Typing È (MLST) ou l'analyse des microsatellites 

(Odds, 2010). 

- EpidŽmiologie de Candida spp 

De mani•re gŽnŽrale, le recensement mondial des candidoses a montrŽ une 

augmentation des candidoses invasives, avec une augmentation des candidoses ˆ Candida spp 

non albicans. Cette observation est corrŽlŽe ˆ la tolŽrance ŽlevŽe  que prŽsentent certaines de 

ces nouvelles esp•ces vis-ˆ -vis des antifongiques habituellement utilisŽs en premi•re intention 

comme les azolŽs (voir plus bas) (Concia et al., 2009). La rŽsistance de ces souches aux 

antifongiques communs a Žgalement ŽtŽ observŽe en AmŽrique du Nord et en Europe Centrale 

(Sobel, 2006). La prŽdominance de Candida spp. (C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis et C. 
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parapsilosis) sÕest faite progressivement. M•me si les candidoses invasives sont toujours 

majoritairement provoquŽes par C. albicans, Candida glabrata est responsable de 15 ˆ 20% 

des infections dans le monde (Mean et al., 2008). Le taux dÕisolats de C. tropicalis et C. 

parapsilosis est en augmentation depuis 1997 (Pfaller & Diekema, 2007).  

En ce qui concerne les candidŽmies ˆ Candida spp, des variations non seulement 

temporelles mais aussi gŽographiques ont ŽtŽ observŽes. Les candidŽmies ˆ Candida spp 

occupent le quatri•me rang des septicŽmies nosocomiales aux USA et sont le plus souvent 

observŽes chez les patients sŽjournant en unitŽs de soins intensifs (Mean et al., 2008).  

C. albicans est lÕesp•ce la plus souvent isolŽe dans les candidoses oropharyngŽes 

(84,5%), suivie de C. glabrata (6,8%) et C. krusei (3,4%). Il nÕa pas ŽtŽ observŽ de 

diffŽrences de la distribution des esp•ces entre les infections primaires et celles rŽcurrentes 

(Hamza et al., 2008). C. dubliniensis, connu pour •tre rŽsistant aux azolŽs, est un pathog•ne 

Žmergent pour ce type infection (Chunchanur et al., 2009). 

Pour conclure, si certaines esp•ces sont plus reprŽsentŽes dans un type de candidose, il 

nÕa pas ŽtŽ mis en Žvidence dÕesp•ce typiquement virulente ou spŽcifique dÕun type 

dÕinfection. 

- EpidŽmiologie de C. albicans 

Des Žtudes ŽpidŽmiologiques plus fines des souches de C. albicans ont ŽtŽ menŽes par 

typage molŽculaire de sŽquences rŽpŽtŽes ˆ lÕaide de la sonde Ca3 et ont permis dÕidentifier 5 

clades de C. albicans : goupes I, II, III, SA et E  (Pujol et al., 2002; Soll & Pujol, 2003). Ces 

groupes montrent une spŽcificitŽ gŽographique. Le groupe SA est bien reprŽsentŽ en Afrique 

du Sud, le groupe E en Europe, le groupe III en AmŽrique du Nord, et le groupe II au Canada 

en Žtant totalement absent du sud ouest des Etats-Unis et de lÕAmŽrique du Nord. Les liens 

phylogŽnŽtiques entre ces clades sont assez bien conservŽs quand dÕautres marqueurs 
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polymorphes sont utilisŽs, ce qui a ŽtŽ interprŽtŽ comme confirmant la propagation 

majoritairement clonale des isolats (Lott et al., 1999; Pujol et al., 2002) 

Il existe ainsi chez les souches dÕun m•me clade des similitudes dans le nombre de 

rŽpŽtition en tandem prŽsentes chez certaines protŽines de la paroi, telles que les Als et 

Hyr1/Iff (Soll & Pujol, 2003), voir aussi plus loin. 

On observe Žgalement des spŽcificitŽs phŽnotypiques caractŽristiques de certains clades. 

Le groupe I a par exemple la particularitŽ dÕ•tre majoritairement rŽsistant ˆ la flucytosine 

(Tavanti et al., 2005) et ˆ la terbinafine (Odds, 2009). 

En conclusion on remarque que les clades de Candida ont des spŽcificitŽs 

gŽographiques, gŽnŽtiques et phŽnotypiques. Cette capacitŽ de changer en fonction de 

lÕenvironnement semble sÕexprimer aussi ˆ une plus petite Žchelle, puisquÕon a remarquŽ des 

microvariations dÕune souche colonisant un m•me patient. Cela a compliquŽ lÕŽtude mais 

nŽanmoins il reste admis quÕen cas de candidose un sujet est gŽnŽralement infectŽ par une 

seule souche commensale. Ces microvariations pourraient rŽsulter de microŽvolutions 

rŽpondant aux diffŽrentes niches du corps humain. Le clade I, majoritairement (33%) et 

universellement rŽpertoriŽ lors de candidoses, semble •tre de ce fait le clade le mieux adaptŽ 

en tant que commensal humain.  

1.3 Traitement des candidoses : mode dÕaction des antifongiques et rŽsistances 

chez C. albicans 

Comparativement aux antibactŽriens, le nombre de mŽdicaments antifongiques 

disponibles est restŽ limitŽ. Les champignons Žtant plus proches des cellules humaines que les 

bactŽries, la possibilitŽ de trouver des cibles spŽcifiques est rŽduite. Les cibles des 

antifongiques sont essentiellement lÕergostŽrol de la membrane plasmique pour les poly•nes 
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et les azolŽs, les acides nuclŽiques pour la 5-flucytosine et la paroi pour les Žchinocandines. 

Le nombre restreint dÕantifongiques rend lÕŽmergence de rŽsistances dÕautant plus 

prŽoccupante. Le dŽveloppement de rŽsistances chez C. albicans est un probl•me majeur dans 

le traitement des candidoses superficielles rŽcidivantes chez les patients atteints de SIDA 

(Witzel et al., 2008). 

Voici les antifongiques les plus utilisŽs aujourdÕhui : 

1.3.1. Les poly•nes : amphotŽricine B 

Les poly•nes sont principalement reprŽsentŽs par lÕamphotŽricine B. Elle augmente la 

permŽabilitŽ de la membrane par formation de complexes avec lÕergostŽrol (Holz, 1974). La 

membrane devient notamment permŽable au potassium, et cette fuite ionique entra”ne la mort 

de la cellule. La rŽsistance ˆ lÕamphotŽricine B est associŽe ˆ des mutations de la voie de 

synth•se de lÕergostŽrol affectant, entre autres, le g•ne ERG3 (Young et al., 2003).  

1.3.2. Les azolŽs 

Plusieurs gŽnŽrations dÕazolŽs ont ŽtŽ mises sur le marchŽ jusquÕaux triazolŽs prŽsentant 

lÕavantage dÕassocier un large spectre dÕactivitŽ (comparable ˆ celui de lÕamphotŽricine B) et 

une toxicitŽ minimale. Alors que les nouveaux triazolŽs ont une activitŽ fongicide sur les 

champignons filamenteux, ils restent fongistatiques vis-ˆ -vis des levures qui sont considŽrŽes 

comme Ç tolŽrantes È aux azolŽs car elles survivent ˆ des concentrations supŽrieures ˆ la 

concentration minimale inhibitrice (CMI). 

Les azolŽs agissent en bloquant la biosynth•se de lÕergostŽrol par inhibition de lÕenzyme 

Erg11. Les azolŽs favorisent ainsi lÕaccumulation de mŽtabolites intermŽdiaires toxiques qui 

entra”nent la mort de la cellule. Il existe principalement deux mŽcanismes de rŽsistance de C. 

albicans aux azolŽs : la mutation de la cible entrainant une altŽration de sa reconnaissance par 
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lÕazolŽ, ou lÕactivation de transporteurs non spŽcifiques qui sont des pompes ˆ efflux de type 

ABC (ATP Binding Cassette) et MFS (Major Facilitator Superfamily) (Morschhauser, 2010). 

1.3.3. Les Žchinocandines : la caspofungine 

Elles agissent sur les levures du genre Candida et les champignons filamenteux du 

genre Aspergillus et ont donc un spectre plus Žtroit que lÕamphotŽricine B ou les derniers 

triazolŽs dŽveloppŽs. Les Žchinocandines inhibent la synth•se des glucanes de la paroi en 

bloquant lÕenzyme " 1-3 D-glucane synthase. MalgrŽ lÕutilisation croissante des 

Žchinocandines, le dŽveloppement de rŽsistances reste exceptionnel. Des mutants rŽsistants de 

S. cerevisiae ont pu •tre obtenus in vitro et ont permis dÕidentifier plusieurs mŽcanismes de 

rŽsistance qui impliquent les protŽines de la voie de la Pkc1-MAP kinase. Certains auteurs ont 

dŽcrit un Ç effet paradoxal È in vitro correspondant ˆ la croissance de souches sensibles de C. 

albicans ˆ des concentrations ŽlevŽes de caspofungine (Stevens et al., 2005). Ce phŽnom•ne 

pourrait •tre liŽ ˆ une augmentation de la synth•se de la chitine (Stevens et al., 2006). Les 

consŽquences in vivo sur lÕefficacitŽ dÕun traitement semblent nŽgligeables (Clemons et al., 

2006).  

 

2. La paroi de Candida albicans 

 

La surface cellulaire des levures est constituŽe par une paroi rigide qui joue deux r™les 

essentiels : maintenir lÕintŽgritŽ de la cellule et interagir avec lÕenvironnement, organique ou 

inerte. Pour C. albicans, la paroi fait lÕobjet de nombreuses attentions depuis les derni•res 

dŽcennies. La recherche de mot clŽ comme Ç albicans È ou Ç paroi de C. albicans È dans 

pubmed (www.pubmed.gov) montre que le nombre total de publications sur ce sujet a 
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augmentŽ considŽrablement entre les annŽes 2000 et les dŽcennies prŽcŽdentes (Chaffin, 

2008). La disponibilitŽ des sŽquences, ainsi que les donnŽes de puces et de protŽomiques ont 

contribuŽ fortement ˆ lÕaugmentation des Žtudes sur la paroi soit par des approches globales 

soit en ciblant un g•ne en particulier.  

2.1 Organisation de la paroi 

Le laboratoire de Frans Klis a mis en Žvidence les similaritŽs de structure de la paroi de 

C. albicans et S. cerevisiae (De Groot et al., 2003; de Groot et al., 2004; Kapteyn et al., 

1995). LÕintŽgritŽ de la paroi est clairement tr•s importante pour la survie de ces organismes. 

Le rŽseau microfibrillaire de chitine et de glucanes forme un squelette pariŽtal solide et 

protecteur (Figure 3). La concentration des diffŽrents composants dŽpend de facteurs variŽs 

tels que la morphologie, le milieu de culture ou le pH (Klis et al., 2001), mais la composition 

globale de la paroi en carbohydrate reste constante (80% ˆ 90% de la paroi de C. albicans). 

Trois constituants basiques reprŽsentent les polysaccharides principaux de la paroi : les 

polym•res ramifiŽs de glucoses liŽs en "-(1,3) et en "-(1,6), les polym•res non-ramifiŽs de N- 

acŽtylglucosamine contenant des liaisons "-1,4 (chitine), et les polym•res de mannose 

(mannane) covalamment associŽs ˆ un squelette peptidique et liŽs entre eux par des liaisons #-

(1,2), #-(1,6) et #-(1,3) (Sendid et al., 2009). De plus la paroi contient 6 ˆ 25% de protŽines et 

1 ˆ 7% de lipides. Les glycoprotŽines sont plut™t reprŽsentŽes ˆ la surface, ce qui sugg•re 

quÕelles pourraient jouer un r™le important dans les interactions avec lÕenvironnement. 

DÕautres composants sont prŽsents comme les sels et les lipides qui ˆ tr•s faible concentration 

sont nŽanmoins essentiels pour lÕintŽgritŽ de la paroi. 

2.1.1 Le squelette glucidique 

La structure de la paroi de C. albicans est semblable ˆ celle de S. cerevisiae. Le coeur 

de cette structure est composŽ de "-1,3 glucanes qui sont de longs polym•res dont la synth•se 
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Figure 3 : Architecture de la paroi de C. albicans. 



Introduction 

 

 15 

implique diffŽrentes enzymes localisŽes dans diffŽrents compartiments cellulaires, telles que 

les protŽines Kre1 ou Big1 (Boone et al., 1991; Umeyama et al., 2006). Les "-1,3 glucanes 

sont attachŽs de fa•on covalente ˆ la chitine gr‰ce aux "-1,6 glucanes (Lesage & Bussey, 

2006). Les liaisons hydrog•nes entre les chaines polysaccharidiques vont former des feuillets 

antiparall•les. Ce rŽseau en trois dimensions de microfibrilles va confŽrer ˆ la paroi sa rigiditŽ 

ainsi quÕune forte insolubilitŽ. Chitine et glucanes peuvent parfois se retrouver ˆ la surface, 

notamment au niveau de la cicatrice de la cellule m•re (Lenardon et al., 2007).  

2.1.2 La matrice protŽique : les trois classes de protŽines pariŽtales 

La matrice protŽique est majoritairement composŽe de protŽines glycosylŽes. Les 

protŽines pariŽtales sont de trois classes, les deux premi•res font intervenir des liaisons 

covalentes, la troisi•me classe est attachŽe par des liaisons non-covalentes :  

 

- La premi•re et la plus abondante est liŽe aux "-1,6-glucanes par une ancre 

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

 

- La deuxi•me classe correspond aux protŽines Pir (Proteins with internal 

repeats), qui sont liŽes directement aux "-1,3-glucanes.  

Cette petite famille de protŽines est liŽe aux "-1,3-glucanes par une liaison covalente 

sensible ˆ 30mM de NaOH (Kapteyn et al., 1999). La nature chimique exacte de cette liaison 

reste inconnue. Ces protŽines prŽsentent une sŽquence signal suivie d'un propeptide, puis d'un 

site de clivage pour lÕendoprotŽase Kex2p et enfin d'un domaine C-terminal comprenant 4 

rŽsidus cystŽines rŽguli•rement espacŽes. Elles sont caractŽrisŽes par la prŽsence de 
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rŽpŽtitions en nombre variable de sŽquences riches en glutamine et de sites de O-

glycosylation (Ruiz-Herrera et al., 2006). 

Il existe 4 protŽines Pirs chez S. cerevisiae : Pir1 ˆ Pir4. Gr‰ce ˆ une fusion avec une 

protŽine fluorescente, la protŽine Pir1 a ŽtŽ localisŽe dans lÕanneau de division cellulaire et la 

rŽgion rŽpŽtŽe permettrait la liaison avec la paroi (Sumita et al., 2005). La dŽlŽtion des Pirs 

nÕest pas lŽtale m•me lorsque toutes les protŽines sont dŽlŽtŽes (le mutant " pir1,2,3,4, est 

viable). Les mutants pir- ont un temps de gŽnŽration plus long dÕenviron 30%, les colonies 

grandissent en amas et sont de taille plus importante et ont une surface irrŽguli•re (Mrsa & 

Tanner, 1999). LÕŽquipe de Mazan a ŽtudiŽ le phŽnotype des mutants " pir4 et " pir1,2,3,4 et a 

montrŽ quÕun pH faible inhibe partiellement la croissance de " pir4 alors que " pir1,2,3,4 ne 

pousse plus (Mazan et al., 2008). A contrario, ˆ pH ŽlevŽ, ces deux mutants sont rŽsistants 

contrairement ˆ la souche sauvage. Les mutants pir sont par ailleurs tr•s sensibles au 

Calcofluor White ainsi quÕaux autres agents perturbant la paroi tels que le sodium dodecyl 

sulfate, et la cafŽine. Une autre Žtude a montrŽ que le mutant " pir1,2,3,4 avait une paroi 

modifiŽe, contenant moins de "-1,3-glucanes alkali-solubles liant les Pirs ˆ la paroi (Ecker et 

al., 2006). Au contraire la paroi est enrichie en chitine alkali-soluble, liŽe aux GPIp par les "-

1,6 glucanes (Kollar et al., 1997). Ce dŽsŽquilibre est proportionnel ˆ la quantitŽ de PIR 

dŽlŽtŽes. Chez S. cerevisiae il a ŽtŽ dŽcrit un mŽcanisme compensatoire appelŽ Cell Wall 

Integrity signaling pathway (CWI) et rŽsultant de la synth•se de chitine et de mannoprotŽines 

ainsi que de leur liaison mutuelle comme rŽponse aux dommages ou aux stress de la paroi 

(Klis et al., 2006; Levin, 2005). Un ŽlŽment clŽ de cette voie est lÕactivation du complexe 

Mpk1 et Slt2 (de Nobel et al., 2000). Chez les mutants pir ces protŽines sont induites (Mazan 

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

qui poss•dent des Pirs, il a ŽtŽ montrŽ quÕelles contribuent ˆ la soliditŽ de la paroi, la stabilitŽ 
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osmotique et quÕelles jouent le r™le de barri•re contre les enzymes antifongiques chez les 

plantes.  

Chez C. albicans, deux ORF dont les produits de traduction sont semblables  ̂ceux de 

ScPIR1 ont ŽtŽ identifiŽes : IPF15363 avec 42% de similaritŽ et IPF19968 avec 45% de 

similaritŽ (elle atteint 65% dans la partie C-terminale). IPF19968 poss•de 39 acides aminŽs de 

moins que IPF15363 et diff•re aussi par une substitution dÕun acide aminŽ. Ces deux Orfs 

sont en fait les deux all•les du g•ne PIR1 dans la souche sŽquencŽe, ce que confirme la 

comparaison des sŽquences promotrices. Ces protŽines sont prŽdites comme Žtant fortement 

glycosylŽes et poss•dent les m•mes motifs rŽpŽtŽs que Pir4 de S. cerevisiae. LÕall•le 

IPF15363 en a 9 alors que IPF19968 en a seulement 7. Ces protŽines sont dŽtectables en 

utilisant un antiserum anti Pir2 de S. cerevisiae (Russo et al., 1992). Une autre Žtude a ŽtŽ 

rŽalisŽe chez S. cerevisiae en pla•ant lÕORF IPF15363 ŽtiquetŽe par un Žpitope V5 sous le 

contr™le du promoteur ADH. La protŽine marquŽe copurifie (Western-blot) avec la fraction 

soluble dans la soude, indiquant que chez S. cerevisiae cette protŽine hŽtŽrologue est bien liŽe 

au "-1,3-glucanes. La souche transformŽe nÕa montrŽ aucun phŽnotype. 

 

- La troisi•me classe de protŽines pariŽtales est fixŽe par des liaisons non 

covalentes aux glycanes de la paroi. Leur nature est tr•s diverse, certaines correspondent ˆ des 

protŽines cytoplasmiques abondantes (Hsp70, enzymes glycolytiques) et leur mŽcanisme 

dÕarrivŽe en surface fait lÕobjet de dŽbats (sŽcrŽtion non conventionnelle ou lyse cellulaire?). 

Elles peuvent •tre distribuŽes de fa•on hŽtŽrog•ne ˆ la surface et entra”nent parfois la 

formation dÕanticorps spŽcifiques comme lÕantig•ne Pra1 (Marcil et al., 2008).  
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2.2 Modifications post-traductionnelles des protŽines de paroi 

Au cours de leur transit dans lÕappareil sŽcrŽtoire, les protŽines de paroi peuvent subir, 

comme les autres protŽines secrŽtŽes, diffŽrents types de modifications post-traductionnelles 

qui modifieront leurs propriŽtŽs physico-chimiques et affecteront leur fonction. En dehors de 

la formation de ponts di-sulfures, nous citerons lÕajout de groupement sucrŽs (glycosylation, 

mannosylation) ou de glycolipides. Nous dŽtaillerons plus particuli•rement ci-dessous ces 

deux derniers types de modification.  

2.2.1 Glycosylation et mannosylation des protŽines de paroi 

Les Glycosylations 

Il existe deux types de glycosylations. Les protŽines N-glycosylŽes re•oivent un 

oligosaccharide gr‰ce ˆ la liaison entre lÕazote du groupement amide de lÕasparagine et la N-

acŽtylglucosamine. Les protŽines O-glycosylŽes re•oivent de courtes cha”nes de mannoses 

gr‰ce ˆ une liaison entre le groupe hydroxyle dÕune sŽrine ou dÕune thrŽonine et dÕun 

mannose. 

La N-glycosylation des protŽines est une modification hautement conservŽe chez 

tous les eucaryotes, certains procaryotes et la perte compl•te de ce mŽcanisme est lŽtale.  

Chez les eucaryotes ce processus est catalysŽ par lÕoligosaccharyltransferase, 

localisŽe dans la membrane du rŽticulum endoplasmique (RE). Ce complexe enzymatique 

reconna”t le tripeptide Asn-X-Ser/Thr (X=nÕimporte quel acide aminŽ exceptŽ la proline) sur 

le polypeptide en cours de translocation dans le RE et catalyse le transfert de 

lÕoligosaccharide Glc3Man9GlcNAc2 sur lÕasparagine. Ce noyau sucrŽ une fois transfŽrŽ sur 

la protŽine est remaniŽ par les glucosidases I et II lors de la vŽrification de la qualitŽ du 
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repliement de la protŽine sŽcrŽtŽe. Les protŽines correctement repliŽes poursuivent alors leur 

transit vers lÕappareil de Golgi o• la glycosylation est modifiŽe par lÕaddition de longues 

ramifications de mannose (Franzusoff & Schekman, 1989). 

La O-glycosylation commence dans le RE, o• les mannosyltransferases (Pmt) 

transf•rent le mannose dÕun groupe dolichol-phosphate-mannose ˆ une sŽrine ou une 

thrŽonine, et se poursuit dans le Golgi o• dÕautres mannosyltransfŽrases (Mnt) Žtendent les 

cha”nes de mannose. Chez C. albicans il existe 5 isoformes de Pmt (Pmt1, Pmt2, Pmt4, Pmt5 

et Pmt6). Les mutants knock-out ont pu •tre obtenu sauf pour le g•ne PMT2 qui est essentiel. 

Tous les autres mutants pmt ont montrŽ une hypersensibilitŽ ˆ diffŽrents degrŽs pour des 

antifongiques et des agents perturbant la paroi. La composition de la paroi est 

considŽrablement affectŽe chez les mutants pmt1 et pmt4 qui prŽsentent une forte diminution 

du nombre de mannoprotŽines pariŽtales. Le mutant pmt4 a montrŽ une morphogen•se en 

hyphe dŽfectueuse seulement en condition aŽrobie. Alors quÕen condition hypoxique cette 

morphogen•se est plus importante que dans la souche sauvage ce qui sugg•re que Pmt4 

jouerait un r™le spŽcifique dÕun environnement dans la voie de signalisation de la 

morphogen•se. Par ailleurs, dans un mod•le dÕinfection dissŽminŽe chez la souris PMT4 est 

nŽcessaire ˆ la virulence de C. albicans (Prill et al., 2005). Le mutant pmt5 nÕa pas montrŽ de 

phŽnotype bien que PMT5 soit transcrit dans ces conditions. LÕimportance des isoformes Pmt 

dŽpend de leurs niches qui est spŽcifique (Rouabhia et al., 2005). 

Les protŽines membranaires ou secrŽtŽes, N glycosylŽes, ou ancrŽes GPI peuvent •tre 

O-glycosylŽes avec des oligosaccharides contenant jusquÕˆ 7 mannoses liŽs ˆ une sŽrine ou 

une thrŽonine chez C. albicans (Hayette et al., 1992). Chez S. cerevisiae et C. albicans, les 

mannoses sont ajoutŽs en nombre variable selon les protŽines. La raison des diffŽrences de 

glycosylation est encore mŽconnue, elle pourrait reflŽter lÕaccessibilitŽ des substrats aux sites 
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catalytiques des mannosyltransfŽrases (Petrescu et al., 2004). Parfois lÕaddition de mannoses 

sÕaccompagne dÕajout de phosphates qui apportent une charge nŽgative ˆ la paroi, changeant 

ainsi les propriŽtŽs de surface (Jigami & Odani, 1999).  

Les mannanes ont des r™les important dans lÕintŽgritŽ de la paroi, lÕadhŽsion aux 

cellules et tissus de lÕh™te, la virulence, et lÕŽtablissement de la rŽponse par les cellules 

immunitaire (Bates et al., 2005; Bates et al., 2006; Calderone, 1993; Mora-Montes et al., 

2007; Munro et al., 2005; Netea et al., 2008; Sundstrom, 2002; Wang et al., 1998). Les 

mannanes O ou N-liŽs de C. albicans et S. cerevisiae prŽsentent des caractŽristiques 

spŽcifiques importantes pour la reconnaissance immunitaire (Cambi et al., 2008; Munro et al., 

2005; Shibata et al., 1992; Trinel et al., 1997).  

La fonction de la O-glycosylation Žtait initialement considŽrŽe comme essentiellement 

structurale puisque ces liaisons donnent aux protŽines une conformation plus Žtendue (Jentoft, 

1990), et la dŽlŽtion des domaines riches en Ser/Thr de diffŽrentes enzymes nÕaffecte pas leur 

activitŽ catalytique (Gatti et al., 1994). DÕautres fonctions de nature tr•s variŽes ont cependant 

ŽtŽ associŽes ˆ la O-glycosylation (Ecker et al., 2003; Proszynski et al., 2004). Chez S. 

cerevisiae, elle semble •tre impliquŽe dans la rŽponse aux stress osmotique et oxydatif (Odani 

et al., 1997) et elle a ŽtŽ dŽcrite comme nŽcessaire au maintien de lÕintŽgritŽ de la paroi et au 

bourgeonnement (Strahl-Bolsinger et al., 1999; Strahl-Bolsinger & Scheinost, 1999). Chez C. 

albicans, lÕinactivation des g•nes PMT1 ou PMT6 affecte significativement la transition 

dimorphique, la rŽsistance aux antifongiques et finalement la virulence en mod•le souris 

(Ernst & Prill, 2001). Il a ŽtŽ rŽcemment dŽmontrŽ que les N- et O-glycosylations sont des 

facteurs clŽs pour limiter la phagocytose de C. albicans par les macrophages et ainsi faciliter 

le franchissement de la premi•re ligne de dŽfense de lÕh™te (McKenzie et al., 2010), voir 

paragraphe 3.1.2. 
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Les ! -mannosylations 

Suzuki et al. ont ŽtŽ les premiers ˆ dŽmontrer que C. albicans possŽde des "-(1,2)-

mannanes ("-Man) (Dean, 1999; Shibata et al., 1985). Pendant lÕinfection, ces "-(1,2)-

mannanes jouent un r™le important dans les interactions h™te/pathog•ne en interagissant avec 

des protŽines de surface de l'h™te comme la galectine (Fradin et al., 2000; Kohatsu et al., 

2006) et en interfŽrant avec la rŽponse immunitaire. S. cerevisiae ne poss•de pas de mannoses 

liŽs en "-(1,2), par contre il a ŽtŽ retrouvŽ des " -Mans dans la levure non pathog•ne Pichia 

pastoris. A lÕaide dÕanalyses in silico, une famille de 4 g•nes a ŽtŽ identifiŽ comme Žtant 

impliquŽe dans le transfert des "-mannoses chez P. pastoris (Vinogradov et al., 2000), 9 

homologues ont ŽtŽ identifiŽs chez C. albicans alors quÕaucun nÕa ŽtŽ retrouvŽ chez S. 

cerevisiae (Mille et al., 2008). La dŽlŽtion de ces g•nes a rŽvŽlŽ diffŽrents phŽnotypes 

immunochimiques confirmant leur implication dans lÕexpression des Žpitopes "-Man de paroi. 

Les analyses biochimiques et structurelles de ces mutants ont permis de prŽciser leur r™le dans 

la biogen•se de la "-mannosylation chez P. pastoris et C. albicans. (Mille et al., 2008). Les "-

(1,2) mannanes sont associŽs au phosphopeptidomannane (PPM) et au phospholipomannane 

(PLM) (Trinel et al., 1993; Trinel et al., 2002). Les PLM sont localisŽs dans la paroi (Poulain 

et al., 2002) et se caractŽrisent par une forte mannosylation ainsi que par lÕaddition de 

mannose-phosphate au lieu dÕinositol-phosphate comme chez les champignons. Ces 

spŽcificitŽs conf•rent aux PLM des propriŽtŽs physico-chimiques et immunomodulatrices 

particuli•res. Elles en font aussi de bons identifiants sŽrotypiques (Ibata-Ombetta et al., 

2003a; Ibata-Ombetta et al., 2003b; Jouault et al., 1998; Trinel et al., 2005). 

2.2.2 Addition dÕune ancre GPI aux protŽines de paroi 

En 1976, il a ŽtŽ identifiŽ une nouvelle phospholipase chez Bacillus cereus : la 

phosphatidylinositiol phospholipase C (PI-PLC). Elle Žtait capable de relarguer de la surface 
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cellulaire des Žrythrocytes des phosphatases alcalines, et aussi diffŽrentes protŽines dont des 

5Õ-nuclŽotidases et des acŽtylcholinesterases (Ikezawa et al., 1976). Cela suggŽrait que ces 

protŽines Žtaient covalamment attachŽes ˆ la membrane cellulaire via un groupement 

phosphatidylinositol. En 1985, les composants structuraux carboxy-terminaux de 2 protŽines 

de surfaces eucaryotes ont ŽtŽ identifiŽs (Williams et al., 1985), ce qui correspondait 

quasiment ˆ la structure gŽnŽrale de lÕancre GPI telle que nous la connaissons aujourdÕhui. 

Synth•se de lÕancre 

Tous les eucaryotes sont capables de modifier certaines protŽines sŽcrŽtŽes par l'ajout 

d'une ancre GPI. Ce glycolipide est synthŽtisŽ par une voie globalement tr•s conservŽe 

comme le dŽmontre la possibilitŽ de complŽmenter des souches de S. cerevisiae dŽlŽtŽes pour 

un des g•nes de la voie par l'expression d'orthologues humains (Kang et al., 2005). 

La synth•se commence ˆ partir dÕun groupement phosphatidylinositol (PI) (Figure 4) 

contenant un acide gras insaturŽ et ench‰ssŽ dans la membrane du RE. LÕancre GPI est 

synthŽtisŽe par addition sŽquentielle. Au moins 11 rŽactions sont nŽcessaires pour gŽnŽrer 

lÕancre GPI avant lÕattachement de la protŽine. La voie de biosynth•se est initiŽe du c™tŽ 

cytoplasmique de la membrane du RE par transfert dÕune N-acŽtylglucosamine (GlcNAc) au 

PI (Žtape 1) ˆ partir dÕun UDP-GLcNAc gŽnŽrant un GlcNAc-PI (Žtape 2). Celui-ci est ensuite 

transloquŽ dans le lumen du RE (Žtape 3) o• il est acŽtylŽ (Žtape 4), mannosylŽ et modifiŽ par 

les phophoŽthanolamines (Žtapes 5 ˆ 10). LÕancre GPI nouvellement synthŽtisŽe est accrochŽe 

par son Žthanolamine postraductionnellement ˆ la protŽine transloquŽe dans le RE et 

possŽdant un site dÕancrage (Žtape 11). Toutes ces Žtapes sont catalysŽes par des enzymes 

rŽpertoriŽes dans le tableau de la Figure 4.  

La plupart des g•nes codant les enzymes impliquŽes dans ces diffŽrentes Žtapes sont 

essentiels chez S. cerevisiae : l'ancrage GPI de certaines protŽines au moins semble donc 



Figure 4 : SchŽma gŽnŽral des diffŽrentes Žtapes impliquŽes dans la synth•se et la 
fixation de lÕancre GPI sur les protŽines des levures et des mammif•res (Orlean et al., 
2007). Les enzymes catalysant ces rŽactions de 1 ˆ 11 sont identifiŽes dans le tableau. Les 
Žtapes p concernent les modifications post ancrage GPI. 

Etape  RŽaction  ProtŽine 

1 Synth•se du GlcNAc-PI Gpi3p 

Gpi2p 

Gpi15p 

Gpi19p 

Gpi1p 

Eri1p 

Ñ 

2 de-N-acetylation du GlcNAc-PI Gpi12p 

3 Basculement du GPI Non identifiŽe 

4 AcŽtylation de lÕinositol Gwt1p 

5 {alpha}1,4 mannosyltransfŽrase  Gpi14p 

Pbn1p? 

6 Tranf•re dÕune Etn-P au Man-1  Mcd4p 

7 {alpha}1,6 mannosyltransfŽrase Gpi18p 

8 {alpha}1,2 mannosyltransfŽrase Gpi10p 

9 Transf•re dÕune Etn-P au Man-3  Gpi13p 

Gpi11p? 

10 Transf•re dÕune Etn-P au Man-2  Gpi7p 

Gpi11p? 

11 Transamidase du GPI Gpi8p 

Gaa1p 

Gpi17p 

Gpi16p 

Gab1p 

p  DŽacylation de lÕinositol  Bst1p 

p  deacylation du sn-2 Per1p 

p  acylation du sn-2 C26  Gup1p 

p  acylation du sn-2  Cwh43p? 
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essentiel chez cette levure, comme d'ailleurs chez C. albicans et S. pombe (Ellis et al., 2003; 

Grimme et al., 2004; Leidich et al., 1994). Il en va de m•me pour certains protozoaires 

(Ilgoutz et al., 1999), mais de fa•on surprenante la dŽlŽtion des g•nes de la voie ne conduit 

pas ˆ un dŽfaut phŽnotypique fort en cellules animales. On notera cependant qu'une dŽlŽtion 

homozygote chez la souris conduit ˆ la mort des embryons (Kawagoe et al., 1996). 

Structure de lÕancre GPI 

La partie carboxy-terminale de la protŽine est liŽe ˆ un cÏur glycanique par un 

groupement phosphoŽthanolamine (Figure 5). Ce cÏur est composŽ de 3 mannoses, dÕun 

groupement N-acŽtyl glucosamine, et dÕun rŽsidu inositol. Il est fortement conservŽ chez les 

mammif•res, les protozoaires et les levures. Une queue phospholipidique attache lÕancre GPI 

ˆ la membrane cellulaire. Le cÏur glycanique peut •tre ramifiŽ de fa•on variable selon les 

organismes. Chez S. cerevisiae, il peut y avoir ajout de groupement phosphoŽthanolamine et 

de mannoses.  

Fonction de lÕancre GPI 

Un dŽfaut dans la biosynth•se de lÕancre est parfois lŽtal pour les levures (Leidich et 

al., 1994). LÕimportance de lÕancre dans la fonction de la protŽine est tr•s gŽnŽralement 

mŽconnue. Le simple fait de possŽder une ancre GPI peut avoir des consŽquences sur la 

fonctionnalitŽ de la protŽine puisquÕelle peut affecter sa conformation. LÕancrage lipidique 

permet une association Žventuelle aux radeaux lipidiques et donc une fonction putative dans la 

transduction du signal (Munro, 2003; Rajendran & Simons, 2005; Simons & Gruenberg, 

2000). Le seul r™le confirmŽ est de permettre lÕattachement stable et rŽsistant aux protŽases et 

lipases extracellulaires. DÕune fa•on gŽnŽrale cependant, la signification physiologique des 

ancres GPI reste mystŽrieuse : elles pourraient pourrait jouer un r™le prŽcis chez certaines 

voire chez toutes les protŽines ou nÕ•tre au contraire quÕun vestige structural.  



Figure 5 : Structure de lÕancre GPI. Le cÏur est commun ˆ tous les 
eucaryotes. Les cha”nes latŽrales supplŽmentaires en orange sont 
spŽcifiques de S. cerevisiae. EtN : Žthanolamine; GlcN : glucosamine; Ins : 
inositol; Man : mannose; P : groupement phosphate. 
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CaractŽristiques des protŽines ˆ ancre GPI 

La sŽquence en acides aminŽs des protŽines ˆ ancre GPI prŽsente trois caractŽristiques 

(Figure 6) : 

¥ un peptide N-terminal pour lÕenvoi vers le rŽticulum endoplasmique, 

¥ un signal dÕancrage GPI formŽ dÕune rŽgion linker flexible dÕenviron 10 acides aminŽs 

polaires ($-10 ˆ $-1), dÕun acide aminŽ $ (G, A, S, N, D ou C) qui dŽtermine le site 

de clivage de la protŽine puis son attachement ˆ lÕancre, lÕacide aminŽ $+2 (le plus 

souvent G, A, ou S), une rŽgion espaceur dÕacides aminŽs polaires ($+3 ˆ $+9 ou 

plus), 

¥ et un peptide C-terminal hydrophobe de longueur variable pour lÕancrage transitoire 

dans la membrane du rŽticulum (Eisenhaber et al., 2004). 

Comme on le verra plus bas, la sŽquence signal, le domaine transmembranaire et le site $ sont 

utilisŽs pour identifier ces protŽines ˆ partir des gŽnomes sŽquencŽs.  

GŽnŽralement, la protŽine contient Žgalement une rŽgion riche en sŽrines et thrŽonines, lieu de 

fortes O-glycosylations (Hamada et al., 1998).  

 

Localisation des protŽines ˆ ancre GPI. 

Les protŽines ˆ ancre GPI ont ŽtŽ localisŽes dans la membrane plasmique ou dans la 

paroi. Et certaines semblent avoir une localisation ubiquitaire. Donc aujourdÕhui encore la 

localisation prŽcise de ces protŽines est dans la plupart des cas toujours inconnue ou fait 

dŽbat : restent-t-elles attachŽes ˆ la membrane plasmique ou sont-elles toutes envoyŽes ˆ la 

paroi ? Par exemple, Ecm33 a ŽtŽ localisŽe dans la membrane (Cabezon et al., 2009) et la 

paroi (De Groot et al., 2003). Cette protŽine pourrait •tre soit en transit, soit partager sa 

distribution entre les deux localisations. De plus, Sap9 et Sap10 ont Žgalement ŽtŽ visualisŽes 



Figure 6 : SchŽmatisation des motifs de prŽdiction dÕun ancrage GPI sur la sŽquence 
primaire  des protŽines ˆ ancre GPI (dÕapr•s B. Eisenhaber et al., 2003) : 

ProtŽine mature  

linker spacer 

!-1 ! 

sŽquence signal 

!+1 !+2  

Signal dÕancrage GPI 

- la sŽquence signal N-terminale d'export de la protŽine vers le rŽticulum endoplasmique, 

-!la sŽquence signal C-terminale de reconnaissance par la transamidase, avec ses 4 rŽgions 
(notŽes i ˆ iv) : 

  (i) un linker : rŽgion flexible et polaire de 11 rŽsidus !-11 ˆ !-1 , 
 (ii) l'acide aminŽ !  sur lequel l'ancre GPI est fixŽe, suivi de l'acide aminŽ !+1  qui 

peut-•tre n'importe quel acide aminŽ ˆ l'exception de la proline et du tryptophane ; puis 
l'acide aminŽ !+2  doit avoir Žgalement une petite cha”ne latŽrale, 

 (iii) un spacer : 5 ˆ 7 acides aminŽs hydrophiles (!+3 É!+9) , 
 (iv) un segment hydrophobe qui se poursuit jusquÕˆ la fin de la sŽquence et qui 

permet lÕancrage transitoire ˆ la membrane du RE. 

!" !!" !!!" !#"
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par marquage ˆ deux localisations, Sap9 se trouvant majoritairement dans la membrane 

(Albrecht et al., 2006; Cabezon et al., 2009). Cette double localisation pourrait •tre assez 

gŽnŽrale et expliquer les discordances entre les nombres de protŽines pariŽtales rapportŽs par 

diffŽrents auteurs. Il a ŽtŽ proposŽ que la nature des acides aminŽs situŽs immŽdiatement en 

amont du site $ puissent spŽcifier, chez S. cerevisiae, la localisation des protŽines ˆ ancre 

GPI : une paire dÕacides aminŽs basiques favoriseraient un ancrage membranaire (Frieman 

and Cormack, 2003). Cette r•gle semble sÕappliquer partiellement chez C. albicans, puisque 

9/12 des protŽines ˆ ancre GPI isolŽes par P. de Groot et al. ˆ partir de fractions pariŽtales 

hautement purifiŽes ne portaient pas dÕacides aminŽs dibasiques en amont du site $ (De Groot 

et al., 2003). Il nÕest donc pas possible actuellement de prŽdire in silico avec certitude la 

localisation des protŽines ˆ ancre GPI. 

 

3 La paroi et les interactions h™te-pathog•ne 

3.1 Les dŽfenses de lÕh™te. 

LÕinvasion de lÕh™te par un microorganisme dŽclenche les dŽfenses du syst•me 

immunitaire innŽ par des molŽcules conservŽes ˆ la surface des pathog•nes, les PAMPs 

(Pathogen-Associated Molecular Pattern). Ces PAMPs sont identifiŽes gr‰ce aux rŽcepteurs 

PRR (Pattern Recognition Receptors) prŽsents ˆ la surface des cellules de la rŽponse innŽe. 

LÕimmunitŽ innŽe est une rŽponse constitutive dont lÕaction est immŽdiate. Bien quÕelle soit 

indispensable pour mener ˆ bien une premi•re dŽfense et ˆ lÕorigine de la rŽponse immune 

adaptative, elle nÕest pas toujours suffisante pour Žradiquer le pathog•ne. LÕimmunitŽ 

adaptative est quant ˆ elle spŽcifique et fait appel ˆ lÕŽducation de cellules spŽcialisŽes du 

syst•me immunitaire.  
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3.1.1 Les barri•res naturelles 

Les cellules constitutives des muqueuses ŽpithŽliales du syst•me respiratoire, gastro-

intestinal et gŽnito-urinaire sont les premi•res barri•res physiques que va rencontrer C. 

albicans lors dÕinfections. Si le pathog•ne rŽussit ˆ franchir ce premier obstacle, une fois dans 

le syst•me sanguin, il pourra envahir les organes profonds apr•s avoir adhŽrŽ aux cellules 

endothŽliales des vaisseaux sanguins et les avoirs pŽnŽtrer. La dissŽmination sous ŽpithŽliale 

est la premi•re Žtape de lÕinfection et permet la rencontre avec les macrophages tissulaires. 

3.1.2 La rŽponse immunitaire innŽe 

LÕimmunitŽ innŽe est un mŽcanisme de dŽfense non spŽcifique. Cette immunitŽ est la 

rŽponse initiale de lÕh™te pour Žliminer le microorganisme et prŽvenir lÕinfection. 

Contrairement ˆ lÕimmunitŽ adaptative, lÕimmunitŽ innŽe ne reconnait pas des antig•nes mais 

reconnait des molŽcules non prŽsentent chez les mammif•res : les Pathogen-Associated 

Molecular Patterns ou PAMPs. La plupart des cellules de dŽfense de lÕh™te poss•dent des 

Pathogen-Recognition Receptors ou PRR qui vont reconnaitrent ces PAMPs et induire une 

rŽponse immŽdiate. 

Parmi les cellules de dŽfense de lÕh™te, on distingue les cellules non phagocytaires 

telles que les plaquettes et les cellules NK (Natural Killer) et les cellules phagocytaires. Les 

phagocytes comprennent les neutrophiles, les monocytes/macrophages et les cellules 

dendritiques (DC). Ces cellules effectrices reprŽsentent une premi•re ligne de dŽfense de 

lÕh™te. Elles contr™lent la propagation du pathog•ne par inhibition de sa croissance ou en 

Žliminant. Ces cellules sont disponibles tr•s rapidement et en grand nombre sur le site de 

lÕinfection. Quand un phagocyte dŽtecte la prŽsence dÕun pathog•ne, se met en place un 



Introduction 

 

 27 

processus dÕadhŽrence qui peut •tre favorisŽ par des opsonines. La phagocytose est rŽalisŽe 

apr•s fixation du microbe sur le phagocyte. La cellule engouffre le microbe dans des vŽsicules 

qui apr•s fusion forment le phagosome. Ce compartiment devient mature en fusionnant avec 

des lysosomes crŽant ainsi un phagolysosome, un organelle ˆ pH acide rempli de composŽs 

antimicrobiens. Dans ces phagolysosomes, les pathog•nes sont tuŽs par lÕaction combinŽe de 

mŽcanismes de destructions oxydatifs et non-oxydatifs (Nathan, 2006a; Nathan, 2006b). Les 

mŽcanismes oxydatifs impliquent la production dÕintermŽdiaires dÕoxyg•ne actif, ROI 

(Reactive Oxygen Intermediate), et dÕoxyde nitrique (NO), toxiques pour les pathog•nes dont 

C. albicans (Fang, 2004; Marodi et al., 1991). Les phagocytes sont Žgalement douŽs dÕactivitŽ 

lytique intracellulaire et extracellulaire permettant la destruction du pathog•ne ; ces 

mŽcanismes non-oxydatifs peuvent •tre renforcŽs par lÕaction de peptides antifongiques tels 

que les dŽfensines (Tran et al., 2002). 

La rŽponse immunitaire innŽe est modulŽe par des cytokines qui fonctionnent comme 

des messagers inter-cellulaires. Il existe 3 types de cytokines : 

- celles qui rŽgulent la rŽponse innŽe,  

- celles qui rŽgulent la rŽponse adaptative 

- celles qui stimulent lÕhŽmatopo••se.  

La premi•re classe est produite par les mononuclŽaires, les cellules dendritiques, les 

lymphocytes T, les cellules NK, les cellules endothŽliales et les cellules ŽpithŽliales des 

muqueuses. Elles sont produites en rŽponse ˆ une reconnaissance dÕun PAMP par un PRR 

(Netea et al., 2008). 
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Les PAMPs fongiques 

Pour Candida, ce sont principalement des composants de la paroi de la levure. Les 

mannanes O et N-liŽs ainsi que les "-glucanes reprŽsentent les principaux PAMPs reconnus 

par le syst•me immunitaire (Brown & Gordon, 2001; Gow et al., 2007; Netea et al., 2006).  

La prŽsence de composŽs mannosylŽs est importante pour la production de cytokines 

par les cellules de lÕimmunitŽ innŽe (Netea et al., 2006). Le phosphopeptidomannane ou 

mannane est reconnu par les macrophages par diffŽrents PRRs dont le complexe TLR4/CD14 

(Tada et al., 2002). Cela entraine la production de cytokines (TNF" , IL-17) (Rizetto et al., 

2010).  

Certains motifs du mannane, les " -Mans, dŽfinissent les sŽrotypes de C. albicans 

(Suzuki, 2002). Le syst•me immunitaire des mammif•res rŽagit spŽcifiquement aux "-Mans 

qui exhibent une conformation spatiale unique (Nitz et al., 2002). Les "-Mans ont ŽtŽ 

identifiŽs comme des antig•nes potentiels de la rŽponse immunitaire adaptative et pour 

induire des anticorps protecteurs (Han et al., 1997; Xin et al., 2008). Leurs r™les dans la 

virulence a ŽtŽ suggŽrŽe car lÕadministration orale de "-Mans synthŽtiques inhibe la 

colonisation par C. albicans du tractus intestinal dÕun souriceau nouveau-nŽ (Dromer et al., 

2002).  

Le phospholipomannane ou PLM (Trinel et al., 1993 ; Trinel et al., 1999) un 

glycolipide prŽsent au sein de la paroi de la levure stimule diverses voies de signalisation de 

lÕh™te. Le PLM est reconnu par les macrophages par la Galectine-3 et le TLR-2 (Fradin et al., 

2006 ; Jouault et al., 1994 ; Jouault et al., 2006 ; Kohatsu et al., 2006). Il stimule la 

production de TNF"  (Jouault et al., 1994 ; Jouault et al., 1998) et dŽrŽgule la cellule 

conduisant ˆ lÕŽchappement de la levure ˆ la phagocytose (Ibata-Ombetta et al., 2003). 
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Les "-glucanes reprŽsentent environ 60% de la paroi de C. albicans. Ils sont reconnus 

par le complexe dectin-1/TLR-2 qui stimule la production de cytokines pro-inflammatoires ( 

Brown et al., 2003; Brown & Gordon, 2005 ; Gantner et al., 2003 ; Netea et al., 2006 ; 

Obayashi et al., 1995 ; Torosantucci et al., 2000). ExpŽrimentalement, il a ŽtŽ montrŽ que ce 

composant de la paroi jouerait un r™le important dans la phagocytose par les neutrophiles. En 

effet des billes enrobŽes de "-(1,6)-glucane peuvent •tre phagocytŽes (Rubin-Bejerano et al., 

2007) et inversement, des levures prŽalablement traitŽes par une "-glucanase sont moins bien 

phagocytŽes. 

En plus des mannoprotŽines, mannanes, et "-glucanes, dÕautres structures peuvent 

•tre reconnues comme PAMP fongique. La chitine induit le recrutement des cellules 

immunitaires qui secr•tent les IL4 et IL13 (van der Graaf et al., 2005). Peu de choses sont 

connues sur la voie de reconnaissance et le r™le de la chitine dans lÕinfection. Aucun rŽcepteur 

de chitine nÕa encore ŽtŽ dŽcrit.  

Les PRRs 

Les PRRs sont portŽs par diffŽrents acteurs de lÕimmunitŽ innŽe : les monocytes et les 

neutrophiles, les macrophages tissulaires et les cellules dendritiques. Les monocytes 

expriment ˆ leur surface plus fortement les Toll-Like Receptor (TLR) et plus modŽrŽment les 

Lectin Receptors (LR) (Netea et al., 2004). Apr•s diffŽrenciation en macrophages, ils gardent 

leur niveau dÕexpression des TLR mais surexpriment les LR. Les neutrophiles ˆ lÕinverse 

expriment modŽrŽment les TLR, alors quÕils expriment fortement les rŽcepteurs 

phagocytiques (CR3 et Fc#R) (Levitz, 2010). Les macrophages portent des rŽcepteurs au 

mannosides (MR) (Wileman et al., 1986). La reconnaissance se fait par les MR, les TLR4 et 

les DC-SIGN, ce qui entra”ne la production de cytokines (Tada et al., 2002). Les PAMPs 
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activent les PRRs qui via des molŽcules de signalisation prŽsentes dans le  cytoplasme initient 

une rŽponse pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire. 

Les TLR2 et les TLR4 sont impliquŽs dans lÕinduction de la production de cytokines 

pro-inflammatoires responsables de la protection de lÕh™te (Villamon et al., 2004 ; Netea et 

al., 2008). Cependant des donnŽes ont montrŽs que les TLR peuvent aussi permettre ˆ certains 

microorganismes dÕŽchapper au syst•me immunitaire par induction de cytokines anti-

inflammatoires via le TLR-2. Pour les levures, les TLR-2 et TLR-4 jouent un r™le important 

dans la reconnaissance h™te-pathog•ne ainsi que dans le dŽveloppement de lÕinfection.  

Le TLR-4 associŽ au CD14 reconnait le mannane de C. albicans et S. cerevisiae (Tada 

et al., 2002). Le TLR2 agit en couple avec la dectine-1 pour stimuler les cellules immunitaires 

en rŽponse aux ! -glucanes pariŽtaux de C. albicans (Brown, 2006), il en est de m•me avec la 

Galectine-3 (Jouault et al., 2006).  

La rŽponse des TLRs est variable selon la morphologie de C. albicans (Van der Graaf 

et al., 2005). Cela pourrait •tre liŽ au fait que la structure ou la prŽsentation des mannanes 

changent entre les formes levures et hyphes (Mora-Montes, 2009). 

La rŽponse intŽgrŽe compl•te contre un pathog•ne spŽcifique dŽpend de la mosa•que 

de PRRs et des complexes de rŽcepteurs qui sont engagŽs. La co-stimulation via de multiples 

interactions PAMPs-PRRs peut augmenter ˆ la fois la sensibilitŽ et la spŽcificitŽ du procŽdŽ 

de reconnaissance immunitaire.  
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3.2. Mod•les de lÕinteraction 

DiffŽrents mod•les dÕinteraction ont ŽtŽ dŽveloppŽs pour Žtudier la virulence de C. 

albicans. Ce pathog•ne opportuniste peut coloniser diffŽrents environnement du corps humain 

cÕest pourquoi diffŽrents types cellulaires sont utilisŽs pour Žtudier une interaction 

particuli•re. Il existe des cellules ŽpithŽliales des muqueuses humaines telles que les cellules 

ŽpithŽliales buccales (BEC), les cellules Ïsophagiennes (HET1-A) (Bernhardt et al., 2001) ou 

les cellules ŽpithŽliales vaginale A431 (Hernandez et al., 2009) ou carcinomique du col de la 

lignŽe HeLa. Les BEC ont ŽtŽ utilisŽ pour montrŽ le dŽfaut dÕadhŽrence du mutant als3/als3 

(Zhao et al., 2004). Il existe des mod•les dÕŽpithŽlium plus rŽalistes, tels que les mod•les 

dÕŽpithŽlium humain reconstituŽ (RHE) oral ou vaginal, couramment utilisŽs pour Žtudier la 

formation du biofilm, la filamentation et lÕinvasion cellulaire, ou encore les lŽsions cellulaires 

tel quÕil a ŽtŽ mis en Ïuvre  pour Žtudier les g•nes ALS (Zhao et al., 2007), SAP9 et SAP10 

(Albrecht et al., 2006). Pour ces m•mes Žtudes dÕautres types cellulaires sont utilisŽs tels que 

les cellules endothŽliales, les entŽrocytes (Dalle et al., 2010) ou les cellules Caco-2 (Saegusa 

et al., 2004).  

La virulence peut Žgalement •tre Žtudier in vivo comme cela a ŽtŽ le cas du g•ne RBT1 

et RBT5 qui ont ŽtŽ ŽtudiŽs dans un mod•le dÕinfection localisŽ de cornŽe de lapin et de souris 

(Braun et al., 2000). En complŽment de ce type de test, la filamentation, lÕinvasion tissulaire 

et la dissŽmination peuvent •tre ŽtudiŽ dans un mod•le murin dÕinfection systŽmique.  

Tous ces mod•les fournissent individuellement des donnŽes qui ne sont que tr•s 

partiellement reprŽsentatives des fonctions testŽes. Si la souris reste par exemple le mod•le 

animal le plus utilisŽ, il faut noter que C. albicans nÕest pas un composant normal de la flore 

des souris : la colonisation des souris par Candida est difficile ˆ cause du syst•me 

immunitaire, de la barri•re ŽpithŽliale et du microbiote. Cependant il est possible dÕŽtablir une 



Introduction 

 

 32 

infection du tractus digestif (Mathews & Witek-Janusek, 2002) chez le souriceau nouveau-nŽ 

en inoculant de fortes concentrations microbiennes. Cette colonisation peut •tre couplŽe 

ensuite ˆ lÕadministration de deux types de molŽcules : celles qui altŽreront lÕŽpithŽlium 

intestinal dÕune part et dÕautre part celles qui induiront la neutropŽnie nŽcessaire au 

dŽveloppement de lÕinfection systŽmique. Ce traitement nÕest pas nŽcessaire chez les 

souriceaux nouveau-nŽs monoxŽniques pour C. albicans. DÕautres mod•les de candidoses 

orales, Ïsophagiennes et de lÕintestin ont ŽtŽ dŽveloppŽs chez le rat, le lapin, le porc et le 

hamster pour Žvaluer des traitements en chimiothŽrapie ou pour dŽterminer les facteurs de 

pathogŽnie. LÕŽtude de la rŽponse immunitaire se fait tr•s majoritairement dans le mod•le 

murin. Les mod•les de candidoses vaginales (Fidel, 2002) requi•rent que lÕanimal (rat, souris 

ou primate) soit dans un Žtat de pseudooestrus au moment de lÕinoculation pour avoir une 

infection persistante. LÕanimal est donc hormonalement traitŽ au prŽalable. Au delˆ des 

diffŽrences observŽes au niveau du syst•me immunitaire et des sympt™mes, ici se pose le 

probl•me dÕune diffŽrence de pH de lÕenvironnement vaginal et dont on ne connait pas 

vŽritablement les effets.  

Donc conventionnellement les tests in vivo permettant dÕŽtudier la pathogŽnie relative 

entre les souches mutantes et sauvages sont rŽalisŽs chez des esp•ces mammif•res (Navarro-

Garcia et al., 2001). Ces tests ont permis de comprendre les mŽcanismes immunitaires 

impliquŽs dans la rŽponse de lÕh™te face aux pathog•nes fongiques, cependant ils sont 

cožteux, long, et nŽcessite Žgalement un suivi rŽgulier et minutieux des animaux infectŽs. 

CÕest pourquoi, pour Žtudier la rŽponse immunitaire, des mod•les insectes ont Žgalement ŽtŽ 

dŽveloppŽs car ils demandent moins de moyens et sont Žthiquement plus tolŽrables. La 

drosophile est par exemple intŽressante car elle poss•de des cellules phagocytaires circulantes 

et donc est plus fid•le au mod•le mammif•re. Chez sa larve, les plasmatocytes reprŽsentent 

95% des hŽmocytes et sont des phagocytes actifs. A ce syst•me immunitaire cellulaire, 
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sÕajoute une rŽponse humorale telle que la sŽcrŽtion de peptides antimicrobiens dans 

lÕhŽmolymphe. La larve de Galleria mellonella est Žgalement un mod•le admis pour Žtudier 

la rŽponse de lÕh™te (Bergin et al., 2006; Mowlds et al., 2010), de m•me que Caenorhabditis 

elegans (Breger et al., 2007). Il semble prŽfŽrable de combiner diffŽrents mod•les pour 

gommer les biais que chacun prŽsente et avoir une vision plus juste de ce qui se passe dans la 

rŽalitŽ (Lohse & Johnson, 2008).  

3.3 Analyse des facteurs de virulence 

Les facteurs de virulence sont tous les ŽlŽments du pathog•ne qui participent ˆ sa 

capacitŽ ˆ infecter et ˆ provoquer une maladie dans une esp•ce donnŽe. Ces facteurs sont tr•s 

divers : l'existence d'un ou plusieurs facteurs de virulence dans un germe conditionne son 

pouvoir pathog•ne (dose nŽcessaire pour provoquer une infection, capacitŽ ˆ provoquer une 

maladie chez un adulte sain ou en prŽsence de conditions favorisantes...).  

La dŽfinition dÕun facteur de virulence chez le pathog•ne opportuniste C. albicans 

nÕest pas simple puisquÕon ne sait toujours pas si cÕest sa facultŽ dÕadaptation qui crŽe 

lÕinfection (Casadevall & Pirofski, 2001). Les facteurs de virulence chez C. albicans sont 

complexes, et comme dŽmontrŽ par les profils transcriptomiques, diffŽrents facteurs de 

virulence peuvent agir dans un m•me organisme mais spŽcifiquement dÕune partie 

anatomique (Andes et al., 2005; Fradin & Hube, 2003; Fradin et al., 2003; Fradin et al., 2005; 

Garaizar et al., 2006). Des protŽines ont ŽtŽ identifiŽs comme jouant un r™le important dans la 

virulence : les SAP (secreted aspartyl proteinases), les LIPS (secreted lipases), les PLBs 

(phospholipase B) et les adhŽsines comme les Als ou Hwp1 (Brown et al., 2007). Les 

protŽines de C. albicans impliquŽes dans lÕinfection de lÕh™te sont dŽcrites dans la revue de 

Tongchusak et al. (Tongchusak et al., 2008). Fu et al. ont soulignŽ lÕimportance de tester les 

facteurs de virulence dans diffŽrents mod•les car leur r™le semble liŽ ˆ une niche Žcologique 
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particuli•re (Fu et al., 1998). Comme nous lÕavons vu dans le paragraphe Ç les barri•res 

naturelles È, lÕinteraction avec lÕŽpithŽlium est un facteur de virulence important et initiateur 

de lÕinfection. La premi•re Žtape est lÕadhŽrence aux cellules de lÕh™te. Plusieurs molŽcules 

dÕadhŽrence ont ŽtŽ rapportŽes dans la littŽrature. Bien que les mannanes et la chitine jouent 

un r™le dans lÕadhŽrence, les mannoprotŽines semblent tr•s importantes (Als, Hwp1, Eap1). 

Les filaments vont ensuite pŽnŽtrer de fa•on intra ou inter cellulaire, par un mŽcanisme direct 

par exemple en protŽolysant les E-cadhŽrines des jonctions intercellulaires (ˆ lÕaide des Saps) 

ou les cellules elles-m•mes (Frank et al., 2007). Elles peuvent aussi entrer de mani•re 

indirecte dans les cellules suite ˆ lÕinduction de lÕendocytose. Le mŽcanisme de 

reconnaissances Žliciteurs-rŽcepteurs est encore mal connu.  

4. Les grandes familles de protŽines ˆ ancre GPI et les interactions 

h™te/pathog•ne. 

SÕappuyant sur les caractŽristiques des protŽines ˆ ancre GPI (GPIp) dŽcrites plus 

haut, plusieurs laboratoires ont dŽveloppŽ des algorithmes pour prŽdire ces protŽines. Une 

Žtude menŽe par notre Žquipe a sŽlectionnŽ 115 protŽines ˆ ancre GPI comme Žtant les plus 

probables (Plaine et al., 2008; Richard & Plaine, 2007). Ces protŽines ont ŽtŽ extraites de trois 

listes parues dans la littŽrature (De Groot et al., 2003; Eisenhaber et al., 2004; Garcera et al., 

2003). Il y en a 70 communes ˆ toutes les analyses, 6 communes ˆ lÕŽtude de de Groot et 

Eisenhaber, les autres proviennent dÕune seule Žtude seulement. Depuis dÕautres algorithmes 

ont ŽtŽ dŽveloppŽ comme PredGPI (Pierleoni et al., 2008). 

La conclusion commune de toutes ces Žtudes est que les protŽines ˆ ancre GPI sont 

sur-reprŽsentŽes dans le gŽnome de C. albicans par rapport S. cerevisiae. Ce sont donc des 

candidats de choix pour reprŽsenter des facteurs de virulence. Comme on le verra plus bas, 
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plusieurs protŽines ˆ ancre GPI semblent effectivement jouer un r™le dans les interactions 

h™te-pathog•ne (Tableau 1), mais la fonction de la plupart dÕentre elles reste inconnue. 

Fonction 
putative ProtŽine Paroi/Fonction 

Virulence en 
mod•le 
murin ou 
tissulaire in 
vitro  

Morphogen•se Expression RŽfŽrences 

AdhŽsine 
Als1 AdhŽrence 

rŽduite 

AttŽnuŽe en 
mod•le 
murin et 
RHE 

DŽlais de 
filamentation 
Biofilm diminuŽ 

Induit par 
biofilm,  

Zhao et al., 
2004 
Kamai et al., 
2002 

AdhŽsine 
Als2   Homozygote 

non viable 

Induit par 
faible 
concentration 
en fer 

Zhao et al., 
2005 

AdhŽsine 
Als3 AdhŽrence 

rŽduite 

AttŽnuŽe en 
mod•le 
murin et 
RHE 

Biofilm diminuŽ Induit dans 
lÕhyphe 

Zhao et al., 
2004 

AdhŽsine 
Als4 

AdhŽrence 
rŽduite 

 
DŽlais de 
filamentation 

 
Zhao et al., 
2007 

AdhŽsine 
Als5 

AdhŽrence 
augmentŽe 

   
Zhao et al., 
2007 

AdhŽsine 
Als6 

AdhŽrence 
augmentŽe   

Induit par 
macrophages 

Zhao et al., 
2007 

AdhŽsine 
Als7 

AdhŽrence 
augmentŽe 

   
Zhao et al., 
2007 

AdhŽsine 
Als9 

AdhŽrence 
diminuŽe    

Zhao et al., 
2007 

? 
Hyr1  

RŽsistance 
aux 
macrophages 

 

Induit par 
lÕhyphe, 
macrophages 
RŽprimŽ par 
neutrophils 

Bailey et al., 
1996 
Luo et al., 2010 

? 
Iff4  

AdhŽrence des 
tubes 
germinatifs 
diminuŽe 

AttŽnuŽe en 
mod•le 
murin 

  

Kempf et al., 
2007 
Kempf et al., 
2009 
Fu et al., 2008 

? 
Iff11  

AttŽnuŽe en 
mod•le 
murin 

  
Bates et al., 
2007 

? 
Rbt1  

AttŽnuŽe 
dans cornŽe 
de lapin et en 
mod•le 
murin.  

 
Induit par le 
mating, pH 
alcalin 

Braun et al., 
2000 

Liaison de 
lÕh•me 

Rbt5    

Induit par 
serum, 
milieu 
Spider, fer 

Braun et al., 
2000 

ProtŽinase 
Sap9 

SensibilitŽ au 
CFW, Congo 
red 

Diminution 
sur RHE 

Bourgeonnement 
anormal 
SŽparation 

Induit en 
phase 

Albrecht et al., 
2006 
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Chitine 
augmentŽe 
AdhŽrence aux 
BECs 
augmentŽe 

cellulaire 
affectŽe 

stationnaire, 
antifongiques 

ProtŽinase 
Sap10  Diminution 

sur RHE 

Bourgeonnement 
anormal 
SŽparation 
cellulaire 
affectŽe 

Induit par 
une faible 
concentration 
en fer 

Albrecht et al., 
2006 

Tableau 1 : Quelques protŽines ˆ ancre GPI : fonction ŽtudiŽe dans un mutant 

homozygote et expression. 

 

La disponibilitŽ de la sŽquence gŽnomique de C. albicans a permis de rechercher 

systŽmatiquement non seulement lÕensemble des protŽines ˆ ancre GPI putatives, mais aussi 

dÕexaminer leurs relations de paralogie au sein du gŽnome. On a ainsi pu identifier des 

familles de protŽines, dans lesquelles sont rŽparties pr•s de la moitiŽ de ces GPIp putatives. 

Le nombre de protŽines dans ces familles varie entre 2 et 12 (Richard & Plaine, 2007). Nous 

examinerons successivement la famille Als (8 protŽines) puis deux g•nes RBT et enfin 2 

protŽines Sap. Ce sont les protŽines ˆ ancre GPI des familles les mieux dŽcrites jusquÕˆ 

prŽsent. Nous terminerons par la famille IFF (IPF family file F), composŽe des homologues 

du g•ne HYR1, nommŽs IFF1 ˆ IFF11. Avec ses 12 membres, cÕest la plus grande famille des 

protŽines ˆ ancre GPI chez C. albicans et cÕest aussi lÕune des plus mal connues. 

4. 1 La famille ALS 

La famille des Agglutinin Like Sequences (ALS) est composŽe de 8 g•nes codant 8 

glycoprotŽines de surface de grande taille : Als1 ˆ Als7 et Als9 (Hoyer, 2001; Hoyer et al., 

2001).  

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

lectines et qui porterait la fonction dÕadhŽrence. 

¥ un domaine central constituŽ de rŽpŽtitions en tandem dÕune sŽquence conservŽe 

de 36 acides aminŽs riche en thrŽonines. Ces rŽpŽtitions varient en nombre chez 

diffŽrents isolats de C. albicans, et les deux all•les dÕune m•me souche peuvent 

prŽsenter des nombres de rŽpŽtitions diffŽrents (Hoyer et al., 2008). Elles sont 

parfois associŽes ˆ des diffŽrences fonctionnelles : les Als3 ˆ 12 rŽpŽtitions 

contribuent plus ˆ lÕadhŽsion sur cellules ŽpithŽliales ou endothŽliales que les Als3 

ˆ 9 rŽpŽtitions (Oh et al., 2005). 

¥ une longue rŽgion glycosylŽe C terminal riche en sŽrine et thrŽonine. La structure 

de la rŽgion thrŽonine est inconnue, cependant elle intervient dans la formation 

dÕagrŽgats (Otoo et al., 2008; Rauceo et al., 2006).  

GŽnŽralement la prŽsence dÕautant de protŽines pour une m•me famille est synonyme 

dÕune fonction importante que lÕorganisme doit prŽserver dans son gŽnome, cette fonction 

peut •tre redondante mais codŽe par des g•nes diffŽrents et rŽgulŽs par des conditions 

diffŽrentes. Parfois les fonctions portŽes par les membres dÕune m•me famille peuvent aussi 

•tre diffŽrentes comme nous allons le voir. 

La fonction des protŽines Als semble •tre reliŽe ˆ la virulence de C. albicans (Hoyer et 

al., 2008) : 

¥ AdhŽrence :  

Les adhŽsines permettent la liaison aux cellules h™tes, aux substrats environnementaux, 

aux autres champignons et bactŽries (Coronado et al., 2007; Dranginis et al., 2007; Klotz et 

al., 2007; Kumamoto & Vinces, 2005; Nobile et al., 2008). Les Als poss•dent des traits de 
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prŽdiction des protŽines localisŽes en surface. JusquÕˆ prŽsent deux approches ont ŽtŽ utilisŽes 

pour Žtudier les Als (Hoyer et al., 2008) : la disruption des ALS dans C. albicans ou la 

surexpression hŽtŽrologue chez S. cerevisiae.  

LÕexpression hŽtŽrologue a plusieurs avantages : plus simple techniquement ˆ rŽaliser 

elle permet dÕŽtudier lÕadhŽrence dans un organisme qui nÕadh•re quasi pas. Par contre les 

rŽsultats obtenus ne refl•tent pas prŽcisŽment lÕeffet de la protŽine de C. albicans ˆ cause des 

diffŽrences dÕutilisation des codons (Santos & Tuite, 1995) et de glycosylation (Herrero et al., 

2002). Par ailleurs lÕabondance de la protŽine et sa distribution en surface ne refl•te pas 

forcŽment ce qui se passe chez C. albicans. De plus, on ne peut observer que lÕaction dÕune 

protŽine unique, et non les fonctions dŽpendant de lÕassociation de plusieurs Als. Par ailleurs, 

S. cerevisiae ne peut pas rŽvŽler une fonction spŽcifique ˆ C. albicans. Enfin, les Žtudes dans 

S. cerevisiae portent gŽnŽralement sur un seul all•le ALS, et sans prŽciser lequel. Tout cela 

peut amener ˆ erreurs ou artificiellement minimiser le r™le de la protŽine ŽtudiŽe.  

La deuxi•me approche la plus courante consiste ˆ inactiver le g•ne dans C. albicans 

et ˆ comparer le phŽnotype du mutant avec celui de la souche complŽmentŽe au locus par le 

g•ne sauvage. Les constructions gŽnŽtiques sont souvent laborieuses, m•me si des mŽthodes 

rŽcentes ont facilitŽ cette approche. LÕinconvŽnient, une fois les mutant obtenus, est quÕil faut 

conna”tre les conditions dÕexpression de ces g•nes pour choisir le milieu adŽquat pour la 

comparaison. C. albicans peut aussi montrer une rŽponse compensatoire suite ˆ la dŽlŽtion 

dÕun g•ne ce qui masque le phŽnotype dž ˆ la perte du g•ne interrompu (Selmecki et al., 

2005; Wellington & Rustchenko, 2005; Zhao et al., 2005).  

La dŽlŽtion dÕALS1 et la surexpression hŽtŽrologue confirment la fonction dÕadhŽrence 

sur les cellules endothŽliales vasculaires. Cependant la dŽlŽtion dÕALS1 nÕaffecte pas 

lÕadhŽrence sur cellule buccale et ŽpithŽliales du pharynx FaDu ou sur mod•le reconstituŽ 
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dÕŽpithŽlium buccal humain (Zhao et al., 2004) alors que S. cerevisiae exprimant ALS1 adh•re 

aux cellules ŽpithŽliales FaDu (Fu et al., 1998; Sheppard et al., 2004). 

Comme ALS2 Žtait difficile ˆ inactiver, il a ŽtŽ placŽ sous le contr™le du promoteur 

MAL2 (Zhao et al., 2005). En condition de non induction la souche montre une diminution de 

lÕadhŽrence aux cellules endothŽliales, mais pas de diffŽrences sur cellules ŽpithŽliales 

buccales, sur fibronectine ou laminine.  

La dŽlŽtion dÕALS4 entraine une diminution de lÕadhŽrence sur cellules endothŽliales 

mais pas ŽpithŽliales (Zhao et al., 2005).  

ALS2 et ALS4 nÕont pas ŽtŽ testŽs dans S. cerevisiae. En raison de leur forte similaritŽ, 

ALS2 et ALS4 ne peuvent pas •tre discriminŽs par des Žtudes de puces basŽes sur les produits 

de PCR. Donc la PCR quantitative plus discriminante a permis de montrer que ALS2 est 

environ 3 fois plus exprimŽe dans als4-/- et quÕ ALS4 est surexprimŽ de la m•me mani•re 

dans la souche nÕexprimant plus ALS2. LÕanalyse des profils transcriptomiques des souches 

als2-/ PMAL2::ALS2 montre une dŽrŽpression de lÕorf19.4765 qui code une protŽine ˆ ancre 

GPIp de la paroi de fonction inconnue (Zhao et al., 2005) et que lÕon ne retrouve pas dans 

als4-/-. Ces rŽsultats sugg•rent quÕil y a une rŽponse des protŽines de la paroi ˆ la 

surexpression ou ˆ lÕinactivation dÕALS2 et quÕil existe des fonctions compensatrices dans la 

famille Als.  

Le mutant als3-/- a montrŽ un fort phŽnotype. Il adh•re en effet beaucoup moins sur 

cellules endothŽliales, cellules buccales, et sur monocouches de cellules FaDu (Oh et al., 

2005; Zhao et al., 2004). Il nÕy a pas de changement dans lÕadhŽrence ˆ la fibronectine ou ˆ la 

laminine. La souche de S. cerevisiae surexprimant ALS3 adh•re aux cellules endothŽliales et 

ŽpithŽliales, ˆ la fibronectine, laminine, gŽlatine (Sheppard et al., 2004). Als3 serait une 

invasine fongique qui mime les cadhŽrines des cellules h™tes et induit lÕendocytose par liaison 
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aux N-cadhŽrines des cellules endothŽliales et aux E-cadhŽrines des cellules ŽpithŽliales 

orales (Phan et al., 2007). 

LÕexpression hŽtŽrologue de ALS5 ˆ un fort niveau permet ˆ S. cerevisiae dÕadhŽrer et 

de former des agrŽgats de fa•on similaire ˆ ce que peut faire la souche sauvage de C. albicans 

(Gaur et al., 1999). A bas niveau dÕexpression, lÕagrŽgation nÕa pas ŽtŽ observŽe (Gaur et al., 

1999). La souche de S. cerevisiae exprimant ALS5 adh•re aux cellules endothŽliales, buccales, 

FaDu, fibronectine, laminine, gŽlatine et collag•ne type IV (Zhang et al., 2003). LÕadhŽrence 

dÕAls5 se fait via une reconnaissance du motif Ser, Thr, Ala ˆ la surface de lÕh™te (Gaur et al., 

2002; Gaur & Klotz, 2004; Klotz et al., 2004a; Klotz et al., 2004b). ALS5 est exprimŽ chez C. 

albicans dans les conditions de laboratoire utilisŽes et dans les mod•les dÕinfection (Green et 

al., 2005; Green et al., 2006). Cela sugg•re que les changements globaux observŽs dans S. 

cereviviae pourraient ne pas •tre vrais pour C. albicans.  

La surexpression dÕALS6 dans S. cerevisiae permet lÕadhŽrence sur gŽlatine tandis que 

la surexpression dÕALS7 ne le permet pas (Sheppard et al., 2004).  

Les mutants homozygotes als5-/-, als6-/- et als7-/- chez C. albicans prŽsentent une 

adhŽrence aux cellules endothŽliales et ŽpithŽliales augmentŽe de 2 ˆ 3 fois par rapport au 

contr™le. Ces rŽsultats sont contraires ˆ ceux attendus pour la dŽlŽtion dÕune adhŽsine et 

indiquent que certaines protŽines Als auraient un effet anti-adhŽsif. Des expŽriences 

supplŽmentaires sont donc nŽcessaires pour comprendre la base de ce phŽnotype (Zhao et al., 

2007).  

Chez S. cerevisiae, la surexpression dÕALS9 permet lÕadhŽrence ˆ la laminine 

seulement (Sheppard et al., 2004). Le mutant als9-/- poss•de une adhŽrence plus faible que le 

sauvage sur cellules endothŽliales et ŽpithŽliales, sans diffŽrence sur la laminine. LÕadhŽrence 

a ŽtŽ attribuŽe ˆ lÕall•le ALS9-2 qui est plus commun quÕALS9-1 dans les isolats cliniques.  
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En rŽsumŽ, Als1 et Als3 sont impliquŽes dans lÕadhŽrence (Fu et al., 2002; Zhao et al., 

2004). Als2 et Als4 sont impliquŽs dans la formation des tubes germinatifs et lÕadhŽrence sur 

cellules endothŽliales vasculaires mais pas sur cellules ŽpithŽliales buccales. Par ailleurs, 

lÕexpression hŽtŽrologue de ALS1, ALS3, ALS5, ALS6, ALS7 et ALS9 induit un phŽnotype 

dÕadhŽrence de S. cerevisiae (Klotz et al., 2004a; Sheppard et al., 2004). ALS2 et ALS4 nÕont 

pas encore ŽtŽ ŽtudiŽs par cette approche. En conclusion la majoritŽ des Žtudes sur 

lÕadhŽrence ont ŽtŽ effectuŽes sur S. cerevisiae. Le r™le des Als dans lÕadhŽrence de C. 

albicans reste donc mal connu. 

¥ Formation de biofilm : 

Les propriŽtŽs adhŽsives Žtant importantes pour la formation du biofilm ces protŽines 

pourraient •tre impliquŽes dans la mise en place du biofilm. Cela a ŽtŽ vŽrifiŽ par les rŽsultats 

dÕanalyses transcriptomiques comparant les cellules en biofilm aux cellules planctoniques 

(Garcia-Sanchez et al., 2004). ALS1 Žtait le g•ne le plus exprimŽ en biofilm ce qui sugg•re 

son importance lors de la formation du biofilm. Les ALS sÕexpriment diffŽremment selon les 

stades de culture.  

Tous les mutants als-/- sont capables dÕinitier la formation dÕun biofilm. Les Als ont 

une fonction redondante et complŽmentaire de celle de Hwp1 (Hyphal cell-Wall Protein) 

puisque le couple Hwp1 - Als1 ou Hwp1 - Als3 est nŽcessaire ˆ la formation dÕun biofilm 

complet (Nobile et al., 2008). Nobile et al. ont trouvŽ quÕAls1 jouait un r™le significatif bien 

que modeste par rapport ˆ Als3 dans la formation du biofilm. Dans un mod•le in vitro de 

dŽveloppement sur cathŽter, le mutant als3-/- nÕest pas capable de former un biofilm mature 

(Nobile & Mitchell, 2006; Nobile et al., 2006) alors quÕals3-/- peut encore adhŽrer au 

silicone, et quÕil montre un phŽnotype levure. ALS3 nÕŽtant pas exprimŽ dans la forme levure 

(Hoyer et al., 1998), il ne serait pas impliquŽ dans les premi•res Žtapes du biofilm mais plus 
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tard pendant le dŽveloppement de lÕhyphe. LÕŽtude systŽmatique de formation du biofilm par 

les mutants als-/- a montrŽ que le mutant als2-/- formait un biofilm plus fin que la souche 

sauvage (Zhao et al., 2005).  

¥ Utilisation du fer : Als3 semble essentiel pour lÕutilisation de la ferritine et serait 

le rŽcepteur de la paroi cellulaire de lÕhyphe, cette protŽine Žtant spŽcifique de 

lÕhyphe (Hoyer et al., 1998). Il joue donc un r™le crucial dans lÕutilisation de la 

ferritine comme source de fer.  

Les g•nes ALS1 et ALS5 nÕont pas ces fonctions (Almeida et al., 2008). 

¥ PathogŽnie : ALS3 semble important lors dÕinfections orales in vivo et dÕinfections 

systŽmique (Thewes et al., 2007; Zakikhany et al., 2008). Ceci serait reliŽ ˆ sa 

fonction de rŽcepteur ˆ la ferritine (Almeida et al., 2008). La dŽlŽtion dÕALS1 

accro”t le temps de survie de la souris dans un mod•le dÕinfection dissŽminŽe et 

retarde lÕapparition des sympt™mes dans un mod•le dÕinfection orale (Fu et al., 

2002; Kamai et al., 2002). Les donnŽes sur les autres Als sont plus rares, et ont 

surtout ŽtŽ obtenues en mod•les dÕŽpithŽlium reconstituŽ: la dŽlŽtion dÕALS4 

attŽnue la destruction de lÕŽpithŽlium, alors que celle dÕALS4, ALS5, ALS6, ALS7 

ou ALS9 ne montre pas dÕeffet (Hoyer, 2001; Hoyer et al., 2008). 

 

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

Parmi les facteurs qui contribuent ˆ la virulence il existe les enzymes hydrolytiques 

produits par les bactŽries, protozoaires ou levures pathog•nes. Les protŽinases sont les 

enzymes hydrolytiques contribuant le plus communŽment ˆ la virulence chez beaucoup de 

microorganismes.  
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Les Saps appartiennent ˆ la classe des aspartyl protŽinases. Cette famille est constituŽe 

de 10 isoenzymes codŽes par les g•nes SAP1 ˆ SAP10 (Monod et al., 1994; Monod & Borg-

von, 2002; Stehr et al., 2000). Ces g•nes codent des prŽenzymes qui sont clivŽes par Kex2 

dans lÕappareil de Golgi avant dÕ•tre N-glycosylŽes. Suite au clivage catalytique, les 

prŽcurseurs deviennent des enzymes matures fonctionnelles (Hube & Naglik, 2002). Les Saps 

ont deux rŽsidus dÕacide aspartique conservŽs qui forment le site catalytique de leur fonction 

biologique. De plus, plusieurs Saps poss•dent des rŽsidus cystŽine impliquŽs dans la 

formation de pont disulfure (Naglik et al., 2004).  

Les protŽinases extracellulaires permettent en premier lieu lÕapport de nutriments ˆ la 

cellule. Cependant les champignons pathog•nes semblent avoir Žlargi leurs propriŽtŽs 

biochimiques aux fonctions de pathogŽnie. Par exemple, elles sont utilisŽes pour digŽrer et 

modifier les membranes de lÕh™te pour faciliter lÕinvasion et lÕadhŽrence ce qui a ŽtŽ 

dŽmontrŽ chez les plantes et les insectes, elles peuvent aussi endommager les cellules du 

syst•me immunitaire pour Žviter ou rŽsister aux attaques antimicrobiennes de lÕh™te (Salyers 

& Witt., 1994).  

Les Saps conf•rent ˆ C. albicans un syst•me protŽolytique flexible et efficace qui 

pourrait •tre indispensable ˆ la survie de ce pathog•ne opportuniste et pourrait partiellement 

expliquer pourquoi C. albicans est un pathog•ne si commun de lÕhomme (Naglik et al., 2004). 

La plupart des Candida sp pathog•nes comme C. dubliniensis, C. parapsilosis et C. tropicalis, 

poss•dent des Sap. Les esp•ces non pathog•nes ou les moins pathog•nes de Candida ne 

semblent pas produire une quantitŽ significative de protŽinases. La complexitŽ de 

lÕimplication des Sap dans la virulence de C. albicans a ŽtŽ soulignŽe par le fait que les Sap 

interviendraient aussi dans la formation de lÕhyphe, lÕadhŽrence et la transition phŽnotypique.  
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Toutes les Saps ne sont pas secrŽtŽes ˆ lÕextŽrieur de la cellule. CÕest le cas pour Sap9 et 

Sap10 qui sont localisŽes majoritairement dans la membrane via une ancre GPI m•me si on 

peut aussi les retrouver dans la paroi (Naglik et al., 2004). 

A lÕheure actuelle nous savons quÕelles sont impliquŽes dans :  

La virulence : En mod•le de candidose oral in vitro presque tous les g•nes SAP sont 

exprimŽs. Les protŽines Saps seraient impliquŽes dans la virulence dans un mod•le de 

candidose vaginale (Schaller et al., 2005), et cutanŽe. Il a ŽtŽ montrŽ que Sap4, Sap5, et Sap6 

sont nŽcessaires aux candidoses profondes (Naglik et al., 2004). Des Žtudes utilisant des 

mutants knock-out ont montrŽ que Sap1 ˆ 3 Žtaient impliquŽes dans les infections des 

muqueuses mais pas dans les infections systŽmiques, et Sap 4 ˆ 6 dans les infections 

systŽmiques mais pas dans les infections des muqueuses. Sap1 et Sap2 ont ŽtŽ montrŽes 

comme cofacteurs de virulence. Le double mutant sap1, sap2 endommage moins les tissus et 

stimule moins bien lÕexpression des cytokines.  

Adaptation ˆ lÕenvironnement : LÕexpression et la sŽcrŽtion des Saps dŽpendent du pH 

et sont spŽcifiques des tissus. Sap1, Sap2 et Sap3 sont produites entre pH2 et pH5 lors dÕune 

infection superficielle tandis que Sap4, Sap5 et Sap6 sont secrŽtŽes entre pH3 et pH7 pendant 

une candidose invasive (Kretschmar et al., 1999; Schaller et al., 1999).  

Utilisation de la ferritine : Contrairement ˆ S. cerevisiae, C. albicans peut utiliser la 

ferritine comme seule source de fer m•me ˆ pH physiologique. Mais quels sont les 

mŽcanismes ? Une premi•re possibilitŽ est que la ferritine soit dŽgradŽe par lÕactivitŽ 

protŽolytique extracellulaire notamment la famille des protŽases aspartiques (Sap) ˆ large 

spŽcificitŽ de substrat (Naglik et al., 2004). Cependant il est apparu que la dŽgradation 

extracellulaire par les protŽases fongiques nÕŽtait pas nŽcessaire ˆ lÕutilisation de la ferritine 

puisque les mutants sap1-3 ou sap4-6 sont toujours capables de cro”tre. Donc une deuxi•me 

possibilitŽ serait que C. albicans pourrait acidifier le milieu en sa faveur. Ce phŽnom•ne a ŽtŽ 
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dŽcrit chez S. aureus : en carence en fer, ce pathog•ne opportuniste diminue le pH amenant la 

sŽparation du fer des ferritines (Friedman et al., 2006). Une autre hypoth•se serait que C. 

albicans pourrait produire et secrŽter des rŽducteurs capables de sŽquestrer le fer de la 

ferritine. Une derni•re hypoth•se Žmise par Almeida et al. serait que les rŽductases ˆ la 

surface de C. albicans pourraient rŽduire le fer des ferritines et ce processus pourrait •tre 

facilitŽ en milieu acide (Almeida et al., 2009).  

Sap et rŽsistance aux antifongiques : Une Žtude de Costa et al. a montrŽ que lÕactivitŽ 

protŽolytique de digestion de la serum albumine bovine Žtait plus forte chez les isolats 

cliniques de C. albicans rŽsistants aux antifongiques et que cette activitŽ semblait dŽpendre de 

la concentration en antifongiques. Les auteurs proposent que les mŽcanismes dÕefflux de 

drogues puissent rŽguler le transport des Sap via des vŽsicules membranaires. Cependant, 

chez les isolats sensibles aux azolŽs, la corrŽlation inverse nÕa pas ŽtŽ pas observŽe : lÕactivitŽ 

protŽasique augmente ou diminue en prŽsence dÕazolŽs selon la souche. Il y a donc dÕautres 

facteurs qui interviennent dans la rŽgulation. On notera que cette approche mesure une 

activitŽ globale et que, si la prŽsence des g•nes SAP1 ˆ SAP7 a bien ŽtŽ vŽrifiŽe dans tous les 

isolats, leurs niveaux individuels dÕexpression nÕa pas ŽtŽ dŽterminŽ (Costa et al., 2010).  

Pour rŽsumer, faire un rŽseau complet de lÕimplication de chaque Sap dans une Žtape de 

pathogŽnie est difficile. En effet il nÕy a pas dÕŽtudes directement comparables puisque 

chaque auteur a utilisŽ un mod•le, une technique ou un site dÕinfection diffŽrent. Il est 

probable que C. albicans sÕadapte ˆ diffŽrentes niches en utilisant des jeux diffŽrents de Sap 

(Naglik et al., 2004). Il nÕest pas exclu que la dŽlŽtion dÕun g•ne SAP puisse •tre compensŽe 

par lÕexpression dÕun autre g•ne SAP.  
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4.3. Les g•nes RBT 

Il existe 6 g•nes RBT (Repressed by Tup1) : RBT1, RBT2 (FRE10), RBT 4, RBT5, RBT 

7 et RBT8. Ils ont ŽtŽ caractŽrisŽs sur la base dÕune recherche dÕARNm diffŽrentiellement 

exprimŽs dans une souche sauvage et dans un mutant tup1-/- isogŽnique cultivŽs en milieu 

YPD. Dans ces conditions, le sauvage forme uniquement des blastospores et le mutant 

exclusivement des hyphes (Braun et al., 2000). La dŽlŽtion des g•nes RBT nÕa induit aucun 

phŽnotype sur diffŽrents milieux de laboratoire. En particulier et bien quÕils soient tous 

rŽgulŽs par Tup1, aucun ne semble indispensable ˆ la transition blastospore-hyphe. Tous ces 

g•nes sont prŽdits pour coder des protŽines secrŽtŽes, exceptŽes les protŽines Rbt1 et Rbt5 qui 

prŽsentent un ancrage GPI pariŽtal, comme Hwp1 et Wap1 deux autres protŽines Žgalement 

rŽprimŽes par Tup1. 

¥ RBT1 : Ce g•ne poss•de 43% dÕhomologie avec HWP1 et poss•de un signal 

dÕancrage GPI. Il poss•de deux all•les de tailles diffŽrentes. HWP1 code une 

protŽine pariŽtale spŽcifique de lÕhyphe. Elle a un r™le dans lÕadhŽrence aux tissus 

de lÕh™te par liaison covalente (Staab et al., 1999). RBT1 et HWP1 ne sont pas 

exprimŽs dans la forme levure. Ils sont rapidement induits en milieu sŽrum, qui est 

connu pour induire la filamentation. HWP1 est plus fortement exprimŽ mais RBT1 

est induit aussi rapidement, indiquant une rŽponse transcriptionnelle rapide ˆ 

lÕajout de serum. Ces deux g•nes sont dŽrŽprimŽs lorsque le rŽpresseur 

transcriptionnel de la croissance hyphale Tup1 est inactivŽ (Braun et al., 2000). Le 

mutant rbt1 montre une diminution de lÕinvasion de la cornŽe chez le lapin 

corrŽlŽe ˆ un faible taux de multiplication. Ce comportement non invasif est tr•s 

intŽressant puisque ce mutant pousse normalement sur milieu de culture en 

laboratoire. LÕinfection systŽmatique des souris donne le m•me rŽsultat : ce mutant 

poss•de une aptitude tr•s rŽduite ˆ dissŽminer et envahir lÕh™te. Le mutant 
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hŽtŽrozygote rbt1/+ (pour chaque all•le) est moins virulent que le sauvage mais 

plus que le mutant homozygote, indiquant quÕil y a un effet du nombre de copies 

sur la pathogŽnie (Braun et al., 2000).  

¥ RBT5 : La protŽine Rbt5 poss•de un signal dÕancrage GPI ainsi quÕune rŽgion de 

115 acides aminŽs semblable ˆ une rŽgion rŽpŽtŽe 4 fois dans la sŽquence de Wap1 

qui code un antig•ne de surface des hyphes et des bourgeons. On la retrouve 

Žgalement dans Pra1 qui est un antig•ne riche en proline situŽ ̂  la surface du 

champignon pathog•ne Coccidioides immitis (Dugger et al., 1996). La dŽlŽtion de 

RBT5 ne semble pas affecter la virulence dans un mod•le dÕinfection dissŽminŽe 

chez la souris (Braun & Johnson, 2000). 

4.4 La famille IFF 

Ces protŽines ont un domaine conservŽ qui ne montre aucune homologie avec des 

protŽines de fonction connue. La plupart des membres de cette famille portent les motifs de 

prŽdiction dÕun ancrage GPI (Richard & Plaine, 2007). Dans cette revue, il apparaissait 

quÕIff10 et Iff11 nÕavaient pas de signal de liaison ˆ une ancre GPI. De plus, Iff7  semble •tre 

localisŽe ˆ la paroi (Bates et al., 2007). Nous verrons dans la partie rŽsultat quÕil en est 

autrement. Ces protŽines ont un domaine conservŽ qui ne montre aucune homologie avec des 

protŽines de fonction connue. La fonction de cette famille de g•ne est largement inconnue et 

seuls trois g•nes ont fait jusquÕˆ prŽsent lÕobjet de publications.  

4.4.1 Le premier g•ne ŽtudiŽ : HYR1 

Le g•ne HYR1 fut le premier g•ne de la famille IFF ˆ •tre ŽtudiŽ (Bailey et al., 

1996). Bailey et al. ont trouvŽ par des analyses de Northern blot que lÕARNm de HYR1 Žtait 

induit spŽcifiquement en rŽponse au dŽveloppement de lÕhyphe, lorsque la morphogen•se Žtait 

stimulŽe indŽpendamment des conditions du milieu (soit par lÕaddition de sŽrum et une 
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ŽlŽvation de tempŽrature, soit en augmentant ˆ la fois le pH et la tempŽrature, soit en ajoutant 

de la N-acŽtylglucosamine). CÕest aussi le cas des g•nes ECE1 qui code une protŽine 

intracellulaire non essentielle (Birse et al., 1993) et HWP1  qui code une protŽine de surface 

spŽcifique de lÕhyphe (Staab et al., 1996). DÕautres g•nes sont induits durant le 

dŽveloppement de lÕhyphe mais seulement sous certaines conditions. CÕest le cas des g•nes 

PHR1 (g•ne rŽgulŽ par la rŽponse au pH) (Saporito-Irwin et al., 1995), SAP2, SAP4, SAP5 et 

SAP6 (g•nes induits par le sŽrum, codant une aspartyl protŽinase) (Hube et al., 1994) et enfin 

ALS1 (induit en milieu RPMI) (Hoyer et al., 1995). De nombreux autres g•nes sont Žgalement 

induits dans ces conditions. Ils codent des fonctions variŽes telle que la glycolyse (ADH), la 

synth•se et le repliement protŽique (TEF3, RP10) (Swoboda et al., 1994a; Swoboda et al., 

1994b), la biosynth•se de la paroi ou la formation du cytosquelette (ACT1) (Delbruck & 

Ernst, 1993; Swoboda et al., 1994a). En fait, si on a montrŽ que quelques protŽines de surface 

Žtaient exprimŽes diffŽremment selon les conditions du milieu et selon la morphologie de la 

levure, ces Žtudes ont aussi montrŽ quÕune petite fraction seulement de ces protŽines Žtaient 

forme-spŽcifiques (Finney et al., 1985).  

Le mutant knock-out de HYR1 a ŽtŽ rŽalisŽ par URA-Blaster et nÕa pas de phŽnotype 

particulier (Bailey et al., 1996). Il pousse normalement sur milieu ˆ la cafŽine ou au 

calcofluor, la croissance des levures et des hyphes est normale et la cinŽtique des tubes 

germinatifs nÕest pas non plus affectŽe. NÕayant observŽ aucun phŽnotype du mutant, ils ont 

changŽ de stratŽgie. LÕexpression forcŽe de HYR1 dans la forme levure par une fusion ADH1-

HYR1 dans CAI4 nÕa affectŽ ni la croissance, ni la morphologie de C. albicans. LÕexpression 

aberrante de HYR1 ne stimule pas la formation de lÕhyphe, ni la croissance pseudo hyphale 

chez S. cerevisiae. Chez C. albicans, HYR1 a ŽtŽ rŽcemment impliquŽ dans la rŽsistance aux 

dŽfenses de lÕh™te. Il  accro”t lÕaction candidacide des macrophages in vitro et rŽduit la charge 

rŽnale des souris infectŽes ( Luo et al., 2010). En accord avec ces observations, ces derniers 
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auteurs ont montrŽ quÕun anticorps polyclonal anti-Hyr1 accro”t lÕactivitŽ candidacide des 

neutrophiles in vitro et que la vaccination de souris avec Hyr1 les protŽgeait efficacement 

contre une candidose dans un mod•le dÕinfection dissŽminŽe. 

4 4.2 Etude par surexpression ou inactivation dÕun g•ne IFF  

Afin dÕidentifier de nouveaux g•nes de virulence, Fu et collaborateurs ont construit 

des souches de surexpression/inactivation des g•nes HYR1, IFF2, IFF3 et IFF4. Un des 

all•les de ces g•nes a ŽtŽ placŽ sous le contr™le dÕun promoteur induit en absence de 

doxycycline dans le milieu, lÕautre all•le ayant ŽtŽ invalidŽ (Fu et al., 2002).  

Une expŽrience combinant la cytomŽtrie en flux et lÕimmunofluorescence a montrŽ 

que dans ces mutants en condition de surexpression (sans doxycycline) ou de rŽpression (avec 

doxycycline), lÕaccumulation de la protŽine Als1 ˆ la surface restait constante. Il nÕy a donc 

pas de rŽgulation croisŽe entre la protŽine Als1 et les g•nes IFF ŽtudiŽs.  

LÕadhŽsion sur tube de plastique a Žgalement ŽtŽ testŽe en condition de surexpression 

et de rŽpression. Seule la souche surexprimant IFF4 a montrŽ une plus grande adhŽrence sur 

plastique. La suite des expŽriences a donc ŽtŽ ciblŽe sur ce g•ne, et pour cela lÕall•le sauvage 

IFF4 a lui aussi ŽtŽ placŽ sous le contr™le du promoteur tetR. Pour Žviter les artŽfacts dus ˆ 

une mauvaise expression du g•ne URA3, ce g•ne a ŽtŽ replacŽ ˆ son locus originel. La 

surexpression du g•ne IFF4 entra”ne une meilleure adhŽrence sur cellules ŽpithŽliales orale 

FaDu, alors que lÕinactivation du g•ne IFF4 entra”ne une chute dÕadhŽrence comparŽe ˆ la 

souche tŽmoin. Par contre, la surexpression ou lÕinactivation du g•ne IFF4 ne semblent 

affecter ni lÕadhŽrence ni la destruction quand les souches sont testŽes sur cellules 

endothŽliales. Le phŽnotype dÕadhŽsion suite ˆ la surexpression du g•ne IFF4 semble avoir 

une incidence sur lÕinvasion dÕun mod•le in vivo de candidose vaginale chez la souris. La 

souche surexprimant IFF4 est plus sensible aux neutrophiles et est moins virulente dans un 
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mod•le in vivo de souris immunocompŽtente. Par ailleurs, les reins de la souris infectŽe sont 

significativement moins envahis par la levure. Cet effet nÕest pas observŽ chez les souris 

neutropŽniques. Au vu de ces expŽriences, il semblerait donc que le g•ne IFF4 ne doive pas 

•tre exprimŽe pendant la phase de dissŽmination hŽmatog•ne de C. albicans pour que 

lÕinvasion des tissus soit efficace.  

M. Kempf (Kempf et al., 2007) a elle aussi ŽtudiŽ la fonction de la protŽine Iff4 en 

construisant un mutant Knock out. Ce mutant a ŽtŽ construit par la mŽthode dÕintŽgration par 

double recombinaison homologue avec des produits de PCR. Ce mutant a montrŽ une petite 

diminution de lÕadhŽrence sur polystyr•ne, ainsi quÕune diminution de la mobilitŽ 

ŽlectrophorŽtique de ses tubes germinatifs. Cette diffŽrence a ŽtŽ attribuŽe ˆ une organisation 

structurale diffŽrente des mannoprotŽines pariŽtales du mutant iff4-/- et du sauvage. 

NŽanmoins le processus dÕadhŽrence est complexe et implique de nombreux phŽnom•nes 

biologiques et biophysiques. CÕest pourquoi lÕŽtude a ŽtŽ poursuivie en montrant que le 

mutant adhŽrait Žgalement moins bien sur cathŽter de silicone. Par ailleurs, ce mutant est 

moins virulent dans un mod•le murin de candidose dissŽminŽe par rapport ˆ la souche 

parentale BWP17. Etonnamment, si la virulence Žtait fortement diminuŽe, lÕaptitude ˆ envahir 

les tissus restait inchangŽe et la charge rŽnale en levures Žtait la m•me pour les deux souches.  

Les Žtudes de Kempf et al. et Fu et al. ont montrŽ de fa•on contradictoire que 

lÕinactivation ou la surexpression de IFF4 affectaient toutes deux lÕinfection dissŽminŽe dans 

un mod•le souris. Cela pourrait sÕexpliquer par le fait que la souche surexprimant IFF4 est 

plus sensible aux neutrophiles et envahit moins facilement les tissus lors dÕune infection 

dissŽminŽe, tandis que les souches invalidŽes pour IFF4 sont affectŽes ˆ une Žtape prŽcoce de 

colonisation des tissus mais restent capables de les envahir quand elles sont installŽes. On 

notera aussi que les rŽsultats obtenus sur les souches dŽlŽtŽes pour IFF4 ne sont pas 

strictement comparables dans les deux cas : Kempf et al. ont invalidŽ totalement lÕexpression 
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dÕIFF4, tandis quÕune expression rŽsiduelle en prŽsence de doxycline reste possible dans les 

souches utilisŽes par Fu et al.. Nous verrons que nous avons ŽtŽ confrontŽs ˆ ce probl•me 

dans la partie RŽsultats. Le travail de Kempf et al. souligne par ailleurs que la surexpression 

dÕune protŽine peut incidemment affecter lÕexpression dÕautres protŽines pariŽtales ce qui 

am•nerait ˆ un phŽnotype qui ne serait pas liŽ ˆ la protŽine ŽtudiŽe. Les Žtudes sur IFF4 ont 

montrŽ que son expression Žtait dŽpendante du contexte anatomique et du mod•le dÕinfection 

dissŽminŽe utilisŽ. Iff4 serait impliquŽe directement ou indirectement dans lÕinfection par sa 

capacitŽ ˆ adhŽrer et donc ˆ coloniser le matŽriel biologique. Il reste ˆ tester lÕadhŽrence sur 

des matŽriaux de nature chimique diffŽrente tels que le latex ou le polyurŽthane et il serait 

bien de tester Žgalement la virulence dans un autre mod•le comme un mod•le de cathŽter 

central chez le rat.  

4.4.3 La protŽine Iff11 : une Iff secrŽtŽe 

La protŽine Iff11 a ŽtŽ ŽtudiŽe pour la premi•re fois par (Bates et al., 2007), en utilisant 

deux souches, interrompant ou surexprimant IFF11. Le mutant iff11-/- a ŽtŽ rŽalisŽ par 

interruption de IFF11 dans la souche CAI-4 par la mŽthode Ura Blaster, suivie de la 

rŽintŽgration du g•ne URA3 au locus RPS10. La souche de surexpression exprime le g•ne 

IFF11 sous le contr™le du promoteur de lÕenolase ENO1 et comprend un tag V5. Cette 

derni•re souche a permis de localiser Iff11-V5 dans la fraction secrŽtŽe par Western blot. Cela 

nÕexclut pas le fait quÕil y aurait quelques protŽines en quantitŽ indŽtectable prŽsentes dans la 

paroi. La dŽtection dÕIff11-V5 dans une souche exprimant le g•ne sous son propre promoteur 

nÕa pas ŽtŽ possible. Cela montre que le g•ne IFF11 est tr•s peu exprimŽ dans les conditions 

de culture de laboratoire. Le mutant iff11-/- a montrŽ un retard de filamentation sur milieu 

spider, ainsi quÕune hypersensibilitŽ en milieu liquide contenant soit du Calcofluor White, soit 

du SDS, soit du Rouge Congo. Ces dŽfauts de paroi sont plut™t inattendus puisquÕIff11 est la 
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seule protŽine Iff qui soit secrŽtŽe. Le mutant a par ailleurs montrŽ une virulence attŽnuŽe 

dans un mod•le murin dÕinfection systŽmique, bien que lÕinvasion tissulaire soit restŽe 

comparable ˆ celle dÕune souche sauvage. Comme Iff4 , cette protŽine ne semblerait donc pas 

nŽcessaire une fois lÕinfection Žtablie, mais plut™t lors des Žtapes initiant lÕinfection.  
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Projet de recherche 

 

C. albicans est un pathog•ne tr•s bien adaptŽ ˆ son environnement variable en terme par 

exemple de pH, tempŽrature, potentiel redox ou dÕagents enzymatiques divers (phagosomes), 

ce qui implique quÕau cours de son Žvolution il ait dŽveloppŽ des mŽcanismes originaux pour 

coloniser son h™te. Ces fonctions originales pourraient Žventuellement •tre portŽes par une ou 

plusieurs protŽines de fonction inconnues. Les donnŽes sur le gŽnome de C. albicans nous ont 

permis dÕidentifier un grand nombre de protŽines ˆ ancre GPI, pour la plupart de fonction 

inconnue et absentes chez la levure non pathog•ne S. cerevisiae. Leur localisation en surface 

leur conf•re potentiellement une place privilŽgiŽe pour interagir avec lÕenvironnement et la 

cellule h™te. Dans lÕintroduction, jÕai rappelŽ que des protŽines ˆ ancre GPI avaient dŽjˆ ŽtŽ 

identifiŽes comme Žtant des facteurs de virulence (biogen•se de la paroi, formation de 

lÕhyphe, adhŽsion et formation du biofilm, virulence et interaction avec le syst•me 

immunitaire, É). 

Dans cette Žtude nous nous sommes intŽressŽs ˆ la plus grande famille de protŽines ˆ 

ancre GPI. Comme montrŽ dans lÕintroduction, seules 3 protŽines sur les 12 membres 

composant cette famille ont fait lÕobjet de publications depuis 1996. Deux de ces protŽines 

sont importantes dans lÕadhŽrence et dans la virulence en mod•le dÕinfection systŽmique. 

Cette famille nous a donc paru intŽressante.  

Mon objectif premier Žtait donc dÕobtenir une banque compl•te de mutants iff-/-. Dans 

un second temps, jÕai voulu rŽaliser un criblage de ces mutants dans divers mod•les cellulaires 

ou animaux pour identifier de nouvelles protŽines impliquŽes dans lÕinteraction avec lÕh™te. 
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II MatŽriel et mŽthodes 

 

1 MatŽriel 

1.1-MatŽriel biologique 

1.1.1-Les souches des diffŽrents microorganismes utilisŽs 

La premi•re Žtape de mon travail consistait en la construction des mutants iff-/-, ces 

derniers sont dŽcrits dans la partie RŽsultats (3.1). Le tableau 2 liste les souches obtenues 

dÕautres laboratoires et qui ont ŽtŽ utilisŽes dans le cadre de ce travail. 

 

Souches Souche 
parentale 

Description RŽfŽrence 

Escherichia coli    
Top10  F- mcrA %(mrr-hsdRMS-mcrBC) &80lacZ%M15 

%lacX74 nupG recA1 araD139 %(ara-leu)7697 
galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 '- 

 

Invitrogen 

Candida albicans    
SC5314 Isolat 

clinique 
Souche sauvage de Candida albicans (Gillum et al., 1984) 

CAI4  iro-ura3! :: " imm434/iro-ura3! :: " imm434  
BWP17 CAI4 iro-ura3$::%imm434/iro-ura3$::%imm434 

his1::hisG/his1::hisG arg4::hisG/arg4::hisG 
(Wilson et al., 1999) 

DAY286 BWP17 iro-ura3$::%imm434/iro-ura3$::%imm434 
his1::hisG/his1::hisG 
pARG4::URA3::arg4::hisG/arg4::hisG 

(Davis et al., 2002) 

CAI4+CIp10 CAI4 iro-ura3! :: " imm434/iro-ura3! :: " imm434, 
RPS10::CIp10-URA3 

(Hobson et al., 2004) 

1843 (als3-/-) 1779 iro-ura3! :: " imm434/iro-ura3! :: " imm434 
als3la! /als3sa! -URA3 

(Zhao et al., 2004) 

2322 (als3/ALS3) 2311 iro-ura3! :: " imm434/iro-ura3! :: " imm434 
als3la! /als3sa! -ALS3LA-URA3 

(Zhao et al., 2006) 

hyr1-/- CAI4 ura3! :: " imm434/ura3! :: " imm434 
hyr1::hisG/hyr1::hisG-URA3-hisG 

(Bailey et al., 1996) 

Tableau 2 : Souches utilisŽes dans cette Žtude 
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La souche de levure utilisŽe pour la construction des mutants est la souche BWP17 

ura3::imm434/ura3::imm434 his1::hisG/his1::hisG arg4::hisG/arg4::hisG. Celle-ci est issue 

de BWP17, elle m•me dŽrivŽe par quatre transformations de lÕisolat clinique SC5314 (Wilson 

et al., 1999).  

Pour les clonages plasmidiques nous avons utilisŽ la souche E. coli Top10 F-, mcrA, 

(mrr-hsdRMS-mcrBC), 80lacZM15, lacX74, recA1, ara139, (ara-leu) 7697, galU, galK, rpsL, 

(StrR,) endA1, nupG (Stratagene, CA). 

1.1.2-Les cellules de mammif•res 

Les macrophages  

La lignŽe cellulaire utilisŽe, J774.2, est issue dÕune tumeur de souris BALB/c. Comme 

les macrophages humains, ce sont des cellules fortement motiles capables de chimiotaxie et 

de phagocytose (Lam et al., 2009). Cependant elles nÕexpriment pas le rŽcepteur spŽcifique 

du mannose (Fiani et al., 1998). 

 

Les cellules ŽpithŽliales vaginales 

La lignŽe cellulaire utilisŽe, HeLa, est issue dÕun prŽl•vement de mŽtastase effectuŽ sur 

une patiente atteinte dÕun cancer du col de lÕutŽrus. Elle a ŽtŽ fournie par le laboratoire Sigma 

en relation avec lÕECACC (European Collection of Cell Culture). 

1.2-Les enzymes 

Les enzymes de restrictions ont ŽtŽ achetŽes chez New England Biolabs (Madison, 

USA). Pour les PCR, diffŽrentes enzymes ont ŽtŽ utilisŽes en fonction de ce ˆ quoi Žtait 

destinŽ le produit de PCR : 

- pour les PCR sur colonies : HotMaster Taq DNA Polymerase (Prime 5) 
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- pour le clonage : Platinum¨ Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) 

- pour les autres PCR : GoTaq¨ DNA polymŽrase (Promega). 

1.3-Les solutions 

Solutions pour les E. coli compŽtentes : 

-Milieu &B : 5g/l de Bacto YE 

 20g/l de Bacto Tryptone 

ajuster ˆ pH 7,6 avec du KOH 

+ 14g/l de Bacto Agar (Difco) 

Au moment de lÕutiliser, ajouter du MgSO4 ˆ 5g/l final 

 

-Milieu &A : milieu &B sans agar 

 

-RF1 : 30 mM potassium acŽtate 

100 mM RbCl2  

10 mM CaCl2 

50 mM MnCl2 

 + glycŽrol 15% final (volume/volume) 

Ajuster le pH ˆ 5,8 avec 0,2 M dÕacide acŽtique 

 

-RF2 : 10 mM MOPS 

 75 mM CaCl2 

10 mM RbCl2 

 + glycŽrol 15% final (v/v) 

Ajuster le pH ˆ 6,5 avec du KOH 
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RF1 et RF2 seront stŽrilisŽs par filtrage et conservŽs ˆ 4¡C. 

 

Tampon dÕhybridation pour Southern blot : 

Tampon Denhardt 50X (Ficoll400 1%, BSA 1%, polyvinylpyrrolidone 1%) : 5 ml 

SSC 20X : 15 ml 

SDS 20% : 1,25ml 

ssDNA 10 µg/µl : 500 µl 

H2O : qsp 50 ml 

1.4-Milieux de culture 

Milieu de culture complet pour E. coli : LB 

-10 g/l bacto tryptone, 

-5 g/l extrait de levure, 

-10 g/l NaCl 

De lÕampicilline a ŽtŽ ajoutŽ en fonction des plasmides utilisŽs ˆ une concentration de 100 

!g/ml.  

 

Milieu complet de croissance des levures : YPD 

-10 g/l bacto peptone, 

-5 g/l extrait de levure, 

-10 g/l glucose. 

 

Milieu minimum de croissance et de sŽlection des transformants de C. albicans : SC 

-1.7 g/l mŽlange dÕacides aminŽs (cf liste ci-dessous), 
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-1.7 g/l YNB (Yeast Nitrogen Base) sans sulfate dÕammonium ni acides aminŽs, 

-5 g/l sulfate dÕammonium, 

-20 g/l glucose. 

 

MŽlange dÕacides aminŽs sans histidine, uridine, arginine utilisŽ pour le SC (dŽcrit ci-

dessus): 

-0.5 g adŽnine, 

-2 g inositol, proline, alanine, isoleucine, serine, cystŽine, thrŽonine, glutamine, lysine, 

tryptophane, glycine, mŽthionine, tyrosine, phŽnylalanine, valine, 

-10 g leucine. 

 

SupplŽments pour complŽmentation dÕauxotrophie (concentrations finales) : 

-uridine 50 mg/l, 

-histidine 2 mg/l, 

-arginine 4 mg/l. 

 

Milieux inducteurs de filamentation chez C. albicans : 

Tous les milieux ont ŽtŽ complŽmentŽs en Agar 20g/l pour les milieu solide. 

- milieu Spider (1% Ç nutrient broth È (Difco, MD, Etats-Unis), 1% mannitol, 0.2% K2HPO4), 

- milieu serum (5% de serum de veau fÏtal, eau). 

- milieu de Lee :  

 -5 g (NH4)2SO4 

 -0,2 g MgSO4 7H20 

-2,5 g K2HPO4 (anhydrous) 
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 -5 g NaCl 

-12,5 g glucose 

-acides aminŽs (0,5 g alanine, 1,3 g leucine, 1 g lysine, 0,1 g mŽthionine, 0,0714 g 

ornithine, 0,5 g phŽnylalanine, 0,5 g proline, 0,5 g thrŽonine, 0, 001 g biotine (filtrŽe) dans 1 l 

dÕH20) 

 

Milieu de culture de cellules mammif•res : 

- Les macrophages J774 sont cultivŽs en flacon de 75 cm2 dans un milieu D10 composŽ de 

DMEM (DulbeccoÕs Modified Eagle Medium) + GlutaMAXTM supplŽmentŽ de 10% de 

serum de veau fÏtal (Gibco), 100 µg/ml de streptomycine Ð pŽnicilline. 

- Les cellules HeLa sont cultivŽes en flacon de 75 cm2 dans un milieu H10 composŽ de 

DMEM (DulbeccoÕs Modified Eagle Medium) supplŽmentŽ de 10% de serum de veau fÏtal 

(Gibco), de 100mM dÕacides aminŽs non essentiels, de 100 µg/ml de streptomycine et 100µg 

/ml de pŽnicilline. 

 

Milieux de conservation :  

- les microorganismes sont conservŽs ˆ -80¡C dans du YPD + 25% glycŽrol. 

- les cellules HeLa sont conservŽes dans leur milieu de culture + 20% DMSO et les 

macrophages J774 sont conservŽs dans leur milieu de culture. Les cellules sont congelŽes 

dÕabord ˆ -80¡C un jour puis sont transfŽrŽes dans lÕazote liquide.  
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2 MŽthodes 

2.1 Techniques de base en biologie molŽculaire 

2.1.1.- PrŽparation des acides nuclŽiques. 

  ADN plasmidique d'E. coli 

LÕADN plasmidique des bactŽries recombinantes a ŽtŽ prŽparŽ en utilisant le Kit 

ÇWizard Plus Minipreps DNA Purification System È (Promega). LÕextraction dÕADN se fait 

par lyse alcaline et la purification des plasmides sÕeffectue sur colonnes dÕaffinitŽ en utilisant 

le kit Ç Wizard¨ Plus SV Minipreps DNA Purification System È (Promega). 

  ADN gŽnomique de C. albicans 

LÕADN gŽnomique de C. albicans a ŽtŽ extrait en suivant un protocole lŽg•rement 

modifiŽ de celui mis au point par Querol (Querol et al., 1992). La souche dÕintŽr•t est cultivŽe 

la nuit dans 5 ml de YPD ˆ 30¡C. Apr•s centrifugation, le culot cellulaire est lavŽ puis repris 

dans 500 !l de la solution dÕextraction T1 (sorbitol 1 M ; EDTA 0,1 M pH 8) auxquels sont 

ajoutŽs 100 !g de zymolyase 100 T (Seikagaku) afin de former des protoplastes par digestion 

enzymatique de la paroi. Apr•s une heure dÕincubation ˆ 37¡C, le mŽlange est centrifugŽ, le 

culot est resuspendu dans une solution T2 (Tris/HCl 50 mM pH 7,5 ; EDTA 20 mM) pour 

bloquer lÕactivitŽ enzymatique. LÕajout de 50 !l de SDS 10% est suivi dÕune Žtape 

dÕincubation de 30 minutes ˆ 65¡C pour inactiver les nuclŽases libŽrŽes lors de la lyse 

cellulaire. LÕajout de 200 !l de K-acŽtate 5 M est suivi dÕune Žtape dÕincubation dÕau moins 

30 minutes ˆ 0 ¡C afin de prŽcipiter les protŽines. Elles seront ŽliminŽes par centrifugation. 

LÕADN gŽnomique est prŽcipitŽ par ajout de 700 !l dÕisopropanol, puis diluŽ dans 400 !l 

dÕeau. Il sera prŽcipitŽ en prŽsence de 40 !l de d'acŽtate de sodium 2,5 M pH 5,2 et de 1 ml 
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dÕŽthanol 100 %, puis lavŽ dans 1 ml d'Žthanol 70%. Le culot sec est resuspendu dans 100 !l 

dÕeau puis traitŽ ˆ la RNase (100 !g/ml final) ˆ 37¡C pendant 15 minutes. 

  ARN totaux de C. albicans. 

 Les cellules ont ŽtŽ congelŽes dans lÕazote liquide sous forme de billes, puis 

conservŽes ˆ -80¡C.  

Pour le broyage avec des billes, nous avons utilisŽ soit une bille de tungst•ne couplŽe ˆ 

lÕutilisation du Micro-Dismembrator de Sartorius Stedim (2 minutes ˆ 2600 rpm), soit des 

microbilles de verre couplŽes ˆ lÕutilisation du FastPrep de Q-Biogene (3 cycles dÕune minute 

ˆ la vitesse 6,5). 

Les ARN sont purifiŽs ˆ l'aide du kit RNeasy¨ Mini Kit (Qiagen) puis sont traitŽs ˆ la 

TURBO DNA-freeª (Ambion) et conservŽs ˆ -20¡C. 

  Estimation de la concentration en ARN ou ADN. 

La concentration des acides nuclŽiques est mesurŽe au NanoDrop¨  ND-1000 

(ThermoScientific). 

2.1.2. Ð  Amplification des sŽquences par PCR et qPCR 

  Amplification d'ADN par PCR 

Toutes les amplifications d'ADN gŽnomique et/ou plasmidique ont ŽtŽ rŽalisŽes dans 

le thermocycler Eppendorf Mastercycler Gradient. Les cycles utilisŽs sont dŽcrits plus loin au 

fur et ˆ mesure en fonction des applications. Les oligonuclŽotides utilisŽs sont dŽcrits en 

annexes 1 ˆ 5. 

  Quantification des transcrits par qPCR 

LÕADN complŽmentaire est obtenu ˆ la suite dÕune rŽaction de transcription inverse 

sur 1 !g dÕARN en utilisant le kit SuperScript¨ II Reverse Transcriptase (Invitrogen) et en 

suivant les instructions du fabricant. 
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LÕexpression des g•nes a ŽtŽ dŽterminŽe par PCR quantitative en temps rŽel en 

utilisant le thermocycler LightCycler¨ (Roche Molecular Biochemicals). Les 

oligonuclŽotides ont ŽtŽ choisis avec le LightCycler¨ Probe Design Software 1.0 et 

permettent lÕamplification dÕune centaine de paires de bases.  

LÕADNc est diluŽ au 1/100•me. 20 µL du produit de PCR contenant 4 mM MgCl2, 0.5 

µM de chaque oligonuclŽotide et 2 µL du fluorophore LightCycler¨ FastStart DNA Master 

SYBR Green I pour 5 µL de matrice (ADNc). La rŽaction dŽbute par 8 minutes ˆ 95¡C, 

suivies par 45 cycles ˆ 95 ¡C pendant 10 secondes, 55 ¡C pendant 7 secondes et 72 ¡C 

pendant 10 secondes. Le contr™le nŽgatif est de lÕeau. Le premier cycle est dŽterminŽ comme 

le cycle  pour lequel le signal fluorescent atteint un seuil dŽtectable par la machine. Toutes les 

mesures sont rŽalisŽes en duplicat (rŽpliquats techniques) et sur des Žchantillons provenant de 

deux expŽrimentations indŽpendantes. Le niveau dÕexpression des g•nes est exprimŽ de fa•on 

relative par rapport ˆ lÕexpression de lÕactine.  

2.1.3. - VŽrification des sŽquences IFF1  et IFF10 

  Amplification des sŽquences 

Les fragments destinŽs au sŽquen•age ont ŽtŽ amplifiŽs avec la Taq polymŽrase Ç high 

fidelity È. La matrice utilisŽe est lÕADN gŽnomique de BWP17 pour le sŽquen•age de IFF1 et 

IFF10, et le plasmide pCAU pour le sŽquen•age de tetR.  
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  SŽquen•age de l'ADN 

Les fragments ˆ sŽquencer ont ŽtŽ transmis ˆ une entreprise commerciale (Cogenics) 

avec les oligonuclŽotides nŽcessaires. La mŽthode de sŽquen•age utilisŽe est celle de Sanger. 

L'analyse des traces et des fichiers fasta fournis en retour a ŽtŽ effectuŽe comme dŽcrit en 

2.3.2. 

2. 2- Construction des souches 

2.2.1. Techniques de transformation 

 2.2.1.1. Transformation dÕE. coli 

Les souches d'E. coli Top10 compŽtentes ont ŽtŽ transformŽes par choc thermique 

suivant un protocole publiŽ (Hanahan, 1983). Quelques colonies dÕune culture de nuit ˆ ˆ 

37¡C sur milieu &B sont inoculŽs ˆ 5ml de &A puis incubŽs 2h ˆ 37¡C pour obtenir une DO550 

& 0,3. A partir de cette prŽculture, 100ml de &A (prŽchauffŽs ˆ 37¡C) sont inoculŽs pour une 

DO550 & 0,02 maximum. La culture est incubŽe ˆ 37¡C jusquÕˆ DO550 & 0,48. Elle est ensuite 

Etape tempŽrature temps 

DŽnaturation 94¡C 2Õ 

DŽnaturation 94¡C 15ÕÕ 

Hybridation 50¡C 30ÕÕ 

Elongation 72¡C 2Õ 

DŽnaturation 94¡C 15ÕÕ 

Hybridation 50¡C 30ÕÕ 

Elongation 72¡C 2Õ + 5ÕÕ ˆ chaque cycle 

Elongation 72¡C 5Õ 

10 cycles 

20 cycles 
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refroidie dans la glace et 30ml sont centrifugŽs pendant 5min ˆ 6000 rpm, ˆ 4¡C. Les cellules 

sont reprises dans le tampon RF1, ˆ  raison de 2/5 du volume de dŽpart. Les cellules sont 

incubŽes pendant 5min sur la glace puis centrifugŽes 5min ˆ 4¡C, 6000 rpm. Le culot est 

repris dans  le tampon RF2, ˆ raison de 1/25 du volume de dŽpart et incubŽ 5 minutes au 

moins dans la glace. Les cellules sont aliquotŽes dans des eppendorfs prŽrefroidis dans la 

glace puis congelŽes dans un mŽlange carboglace + EtOH  et stockŽe ˆ Ð80¡C. 

 2.2.1.2. Transformation de C. albicans 

La transformation sÕest faite selon la mŽthode de transformation de levures de R.D. 

Gietz(2002). C. albicans est une levure strictement diplo•de et nŽcessite donc deux 

transformations successives pour remplacer les deux all•les. La premi•re Žtape est la 

transformation de la souche BWP17, souche auxotrophe pour trois acides aminŽs (His- Ura- 

Arg-) (Figure 7). 20µl du produit de PCR seront utilisŽs pour la transformation. On int•gre la 

cassette de prototrophie pour lÕArginine, ainsi on obtient des clones [His- Ura- Arg+].  

La seconde Žtape consiste ˆ transformer ces mutants hŽtŽrozygotes par la cassette de 

prototrophie pour lÕUracile. Les clones [His-] sont vŽrifiŽs par PCR. On recherche alors les 

g•nes marqueurs et on vŽrifie la perte du g•ne sauvage.  

2.2.2. Disruption de g•nes IFF chez C. albicans 

Les cassettes de disruption ont ŽtŽ construites comme suit: 

Le plasmide pGEM-T portant le marqueur de sŽlection ARG4 (Figure 8) ou celui 

portant URA3 sont utilisŽs comme matrice. Les amorces utilisŽes portent 100 pb dÕhomologie 

avec  lÕORF IFF. Les sŽquences des g•nes IFF ont ŽtŽ extraites du site dÕannotation du 

gŽnome de Candida albicans : http://www.candidagenome.org/. Les amorces ont ŽtŽ 

dessinŽes de fa•on ˆ enlever lÕORF en entier, donc lÕamorce sens est positionnŽe avant lÕATG 



Figure 7 : Principe de la mŽthode de disruption PCR Jumbo. Les rŽgions dÕhomologie 
portŽes par les cassettes pour la double recombinaison homologue sont en bleu. LÕORF du 
g•ne sauvage est en gris et sera successivement remplacŽe par les cassettes de disruption pour 
obtenir lÕhŽtŽrozygote IFF+/-  puis lÕhomozygote iff-/-. 
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TTTCCCAGTCACGACGTT   GTGGAATTGTGAGCGGATA 

IFF5Õ ARG4 

Figure 8 : Fabrication des cassettes dÕinterruption pour la transformation de BWP17. 
Les amorces utilisŽes pour lÕamplification des marqueurs URA3 ou ARG4 portent 100 
nuclŽotides dÕhomologie avec la rŽgion amont ou aval de lÕORF ˆ interrompre + 20 nt 
homologue ˆ la rŽgion plasmidique appelŽ 5DR ou 3DR. Le m•me couple 
dÕoligonuclŽotides est utilisŽ pour amplifier les deux cassettes en vue de lÕinterruption dÕun 
g•ne IFF donnŽ. 

5DR 3DR 
plasmide 

TTTCCCAGTCACGACGTT   GTGGAATTGTGAGCGGATA 
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et lÕamorce anti-sens est positionnŽe juste apr•s le codon stop. Une seule paire dÕamorces est 

utilisŽe pour amplifier les deux cassettes servant ˆ lÕinterruption des deux all•les dÕun m•me 

g•ne (Figure 8) car une vingtaine de nuclŽotides en 3Õ des amorces va reconna”tre les zones 

5DR et 3DR communes aux deux plasmides.  

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3. Surexpression des g•nes IFF . 

- Plasmide d'expression du g•ne tetR. 

Le fragment d'ADN portant le g•ne tetR a ŽtŽ amplifiŽ par PCR avec les 

oligonuclŽotides PCAENO1F et XNRbis ˆ partir du plasmide pCAITHE5 (don de S. Rupp) 

(Figure 9). Ce fragment porte le promoteur CaENO1 du g•ne de l'Žnolase pour diriger 

l'expression du g•ne tetR en fusion avec le domaine d'activation transcriptionnelle du g•ne 

ScHAP4 (aa 330 ˆ 554), suivi de trois copies de lÕŽpitope HA de lÕhŽmagglutinine, et du 

terminateur du g•ne ScWHI1.  

Apr•s vŽrification par sŽquen•age, le produit de PCR est ensuite digŽrŽ par les 

enzymes ClaI et AvrII et insŽrŽ dans le plasmide CIp10 portant le marqueur URA3. On obtient 

un plasmide de 6737 pb. Ce plasmide est linŽarisŽ en coupant le g•ne RPS10 par StuI, puis 

intŽgrŽ au niveau du locus RPS10 dans lÕhŽtŽrozygote iff3+/- ou iff9+/- [His1-, Arg4+, Ura3-] 

par simple recombinaison homologue. Les clones sont sŽlectionnŽs sur milieu SC + Histidine. 

Etape tempŽrature temps 

DŽnaturation 94¡C 5Õ 

DŽnaturation 94¡C 45ÕÕ 

Hybridation 50¡C 1Õ 

Elongation 72¡C 3Õ 

Elongation 72¡C 8Õ 



Figure 9 : Clonage du syst•me Tet-Off en deux Žtapes (Nakayama et al., 2000). (a) Le 
plasmide donneur fournit le g•ne codant lÕactivateur transcriptionnel qui est extrait par PCR 
avec les oligonuclŽotides PCAENO1F et XNRbis, puis sŽquencŽ et insŽrŽ dans le plasmide 
receveur par restriction enzymatique et ligature. Le plasmide formŽ portant le marqueur 
URA3 est ensuite ouvert par StuI au niveau du g•ne RP10 et insŽrŽ par recombinaison 
homologue par simple crossing-over au niveau de ce locus dans le gŽnome de iff3+/- ou 
iff9+/-. (b) Le plasmide donneur fournit le promoteur TR qui est extrait par restriction puis 
insŽrŽ dans le plasmide receveur portant le marqueur HIS1. LÕensemble marqueur HIS1 et 
promoteur TR est extrait de ce plasmide receveur par amplification avec les amorces 
tetpromxF et tetpromxR puis insŽrŽ dans le gŽnome par double recombinaison homologue. 
Le criblage est rŽalisŽ par PCR sur colonies avec les amorces : IF9.4354F et Hisdet ou 
IF3.4380F et Hisdet. 

CIp10 
XNRbis 

PCAENO1F 

tetR-ScHAP4-3xHA 
AvrII ClaI 

PENO1 WHI1 3Õ 

PGEM-
HIS 

(a) 

(b) 

TetpromxF 

TetpromxR 
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LÕintŽgration est vŽrifiŽe par PCR sur colonies et l'expression de la fusion tetR-ScHAP4-

3xHA-ScWHI1 a ŽtŽ vŽrifiŽe par Western blotting gr‰ce au tag HA prŽsent sur le fragment 

(rŽsultats non montrŽs). La rŽintŽgration du g•ne URA3 au locus RPS10 permet de rŽtablir une 

expression suffisante  pour les tests de filamentation et de virulence in vivo comme dŽmontrŽ 

par ailleurs(Brand et al., 2004).  

 

- Construction de la cassette portant le promoteur TR. 

Le plasmide p99 CAU1 (don de S. Rupp) fournit le promoteur TR qui est extrait par 

restriction avec les enzymes SmaI et SpeI puis insŽrŽ dans le plasmide receveur pGEM-His 

(Figure 9) portant le marqueur HIS1. Le plasmide obtenu est utilisŽ comme matrice pour 

extraire lÕensemble marqueur HIS1 et promoteur TR par PCR avec les couples dÕamorces 

tetprom3F/tetprom3R ou tetprom9F/tetprom9R. Ces amorces Jumbo portent des zones 

dÕhomologie pour une insertion devant lÕORF IFF3 ou IFF9 sauvage. Le produit 

d'amplification a ŽtŽ vŽrifiŽ par sŽquen•age, puis insŽrŽ dans le gŽnome par double 

recombinaison homologue lors dÕune Žtape de transformation de C. albicans. Lorsque cela 

Žtait possible, lÕensemble de la rŽgion promotrice originelle a ŽtŽ remplacŽ (Figure 10). Ainsi 

pour IFF9, la rŽgion allant du codon stop de lÕorf19.4358 en amont de IFF9 jusquÕau 3•me 

nuclŽotide avant lÕATG dÕIFF9 a ŽtŽ remplacŽe. La rŽgion en amont du g•ne IFF3 prŽsentait 

un autre g•ne, lÕorf19.4380.1, orientŽ dans le sens inverse ce qui ne permettait pas dÕenlever 

le promoteur de IFF3 sans risquer d'enlever le promoteur de lÕorf19.4380.1. Ici, le promoteur 

TR a donc ŽtŽ ajoutŽ 3 nuclŽotides avant le codon dÕinitiation de la transcription  dÕIFF3.   
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2.2.4. Construction des souches de surexpression des g•nes IFF  portant un tag V5. 

Pour cette construction, il a ŽtŽ utilisŽ un vecteur dÕexpression (Figure 11) contenant 

le promoteur ACT1, la sŽquence signal de PGA59 suivie de lÕŽpitope V5 en phase et les sites 

AvrII et PmlI permettant le clonage des sŽquences codant les IFF. En aval se trouvent le 

codon STOP et le terminateur de PGA59.  

2.2.5. - VŽrification des clones hŽtŽrozygotes ou homozygotes 

2.2.5.1. Criblage des transformants par PCR. 

Lorsque cela Žtait possible, environ 32 clones ont ŽtŽ vŽrifiŽs par PCR sur colonies en 

utilisant une amorce Ç forward È situŽe en amont de lÕORF ˆ interrompre, une amorce 

Ç reverse È interne ˆ  lÕORF ˆ interrompre et une deuxi•me amorce Ç reverse È interne au 

g•ne URA3 ou ARG4. Pour cette PCR, on utilise la Go Taq Flexi (Promega) et le tampon du 

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

 

 

 

 

 

 

 

Ceci a permis de vŽrifier la prŽsence dÕun all•le du g•ne sauvage et la prŽsence de la 

cassette chez les mutants hŽtŽrozygotes obtenus apr•s la premi•re transformation, ou 

Etape tempŽrature temps 

DŽnaturation 94¡C 5Õ 

Hold 94¡C Ajout de la Taq polymŽrase (Promega) 

DŽnaturation 94¡C 20ÕÕ 

Hybridation 55¡C 20ÕÕ 

Elongation 65¡C 1Õ par kb ˆ amplifier 

Elongation 72¡C 15Õ 

35 cycles 



 Figure 11 : Vecteur dÕexpression utilisŽ pour la construction des souches de
 surexpression des g•nes IFF  portant un tag V5. 

Promoteur du g•ne ACT1 

SŽquence du peptide signal dÕune protŽine ˆ ancre 
GPI 

Epitope V5 

Multisite  de clonage permettant lÕinsertion des 
sŽquences dÕintŽr•t codants les domaines 
fonctionnels des g•nes IFF 

Terminateur de transcription 

Plasmide 
dÕexpression 

pExpV5 

intŽgration au locus RP10  
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lÕabsence du g•ne sauvage entier et la prŽsence dÕune deuxi•me cassette chez les mutants 

homozygotes (Figure 7). Ainsi au moins deux mutants provenant de deux transformations 

indŽpendantes ont ŽtŽ conservŽs.  

2.2.5.2. Confirmation de la structure par Southern-blot. 

La structure des transformants retenus par PCR a ŽtŽ confirmŽe par Southern blot en 

suivant les protocoles de Southern (Southern, 1975 et Sambrook J.E., 1989).  

Pour cela, 20 ˆ 30 !l dÕADN gŽnomique sont digŽrŽs par une enzyme de restriction 

pendant une nuit. Apr•s migration ˆ 100 volts dans un gel dÕagarose de 0,6 ˆ 0,8 % selon la 

taille des fragments attendus, le gel est incubŽ dans un bain de HCl 0,25N pendant 15 

minutes. Apr•s rin•age ˆ lÕeau, le gel est transfŽrŽ dans un bain de NaOH 0,4N pendant 15 

minutes. Puis il est incorporŽ dans le montage suivant : un pont de papier Whatman imbibŽ de 

NaOH 0,4N, le gel, la membrane de nylon N+ (Amersham, Little Chalfont, UK) et trois 

papiers Whatman et une plaque de verre. La soude va monter par capillaritŽ, entrainant ainsi 

lÕADN dŽnaturŽ pour permettre son transfert sur la membrane.  

 La membrane est ensuite rincŽe trois fois avec du SCC 2X, puis fixŽe aux UV. Pour 

lÕŽtape de prŽhybridation la membrane est plaquŽe contre les parois dÕun tube ˆ hybridation 

en prŽsence de tampon dÕhybridation et incubŽe une nuit dans un four ˆ hybridation ˆ 65¡C.  

Une seule sonde est utilisŽe pour distinguer les 3 all•les (Figure 12). Elle est crŽŽe par 

PCR selon un programme classique avec un Tm de 50¡C et un temps dÕŽlongation de 2 

minutes. Les amorces utilisŽes sont dŽcrites en annexe. Le marquage est rŽalisŽ comme suit. 5 

!l du produit de PCR, prŽalablement purifiŽ sur colonne avec le kit Ç Wizard SV Gel and 

PCR Clean-Up System È (Promega), sont dŽnaturŽs 5 minutes ˆ 100¡C puis incubŽs 10 

minutes ˆ tempŽrature ambiante. Le produit de PCR est ensuite ajoutŽ au rŽactif du kit 

Ç Amersham MegaprimeTM DNA Labelling System (GE Healthcare) È, puis 3 !l (30 !Ci) de 
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Figure 12 : Carte de digestion de lÕADN gŽnomique pour le Southern-
blot du mutant iff6-/-. Le trait rouge correspond ˆ lÕemplacement de la 
sonde qui mesure environ 400 paires de base. Les fl•ches rouges 
correspondent au site de restriction de ClaI.  
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#32PdCTP (Perkin Elmer) sont ajoutŽs ˆ la rŽaction. Cette derni•re est incubŽe 30 minutes ˆ 

37¡C. La sonde est finalement dŽnaturŽe 5 minutes ˆ 100¡C avant dÕ•tre mŽlangŽe au tampon 

dÕhybridation en prŽsence de la membrane. LÕhybridation sÕeffectue la nuit ˆ 65¡C.  

La membrane est lavŽe dans un four ˆ hybridation ˆ 55¡C 2 fois 15 minutes avec du 

SSC 2X (solution stock 20X 3.0 M NaCl, 0.3 M citrate de sodium, pH7) 0,1 % SDS et 2 fois 

10 minutes avec du SSC 0,2X 0,1 %SDS. La membrane est ensuite sŽchŽe puis rŽvŽlŽe 

dÕabord ˆ lÕaide du Phosporimager et du film Fujifilm¨ FLA -7000 Storm (GE Healthcare) 

puis  par autoradiographie ˆ -80¡C sur film Kodak̈ X -Omat AR Film. 

2.3- Technique de bioinformatique 

2.3.1- Banque de donnŽe 

Les donnŽes issues du sŽquen•age du gŽnome de C. albicans, sont disponibles sur le 

site de la facultŽ de mŽdecine de Stanford (http://www.candidagenome.org/).  

 LÕinterrogation des banques de donnŽes pour la recherche dÕhomologies au sein des 

gŽnomes des champignons sŽquencŽes a ŽtŽ rŽalisŽe au sur le site 

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

2.3.2- Analyse des sŽquences 

Apr•s sŽquen•age les fichiers de sŽquences sont analysŽs ˆ l'aide de la suite GCG (GCG 

Wisconsin Package (Accelrys Inc., San Diego, CA) utilisŽe en environnement Unix (interface 

Cygwin).  
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2.3.3- RŽalisation des arbres phylogŽnŽtiques 

-Evolution des Iffs 

Deux mŽthodes ont ŽtŽ choisies pour le nettoyage des alignements. Pour le premier 

arbre, lÕalignement a ŽtŽ rŽalisŽ dans ClustalX. Cet alignement a ŽtŽ nettoyŽ manuellement sur 

GenDoc. Cela a gŽnŽrŽ une sŽquence de 322 positions alignŽes. Pour le deuxi•me arbre, 

lÕalignement a ŽtŽ rŽalisŽ avec Muscle et les corrections ont ŽtŽ rŽalisŽes sous GBlocks. Cela a 

gŽnŽrŽ 294 acides aminŽs en 12 blocs (en choisissant 8 acides aminŽs comme taille minimale 

pour les blocks). Les arbres ont ŽtŽ rŽalisŽs dans ClustalX en choisissant la mŽthode du 

Neighbourg Joining avec bootstraps et sont visualisŽs sur NJplot.  

-RŽpartition des Iffs chez les champignons 

Les homologues dÕIFF2 ont ŽtŽ recherchŽs dans NCBI. Puis lÕalignement a ŽtŽ traitŽ 

comme prŽcŽdemment. 

2.3.4- Recherche de modifications post-traductionnelles 

Toutes les prŽdictions ont ŽtŽ rŽalisŽes gr‰ce aux sites dÕanalyse consultables sur 

ExPaSy. DiffŽrents logiciels sont disponibles ˆ diffŽrentes adresses selon la 

prŽdiction souhaitŽe: 

PrŽdiction de la sŽquence signal (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)  

PrŽdiction du domaine transmembranaire (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) 

PrŽdiction des N-glycosylations (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)  

PrŽdiction O-glycosylation (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/)  

PrŽdiction dÕune ancre GPI (http://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 donnŽes biologiques obtenues apr•s les tests phŽnotypiques sont analysŽes par un 

test de Student avec un risque dÕerreur de 5% pour vŽrifier la significativitŽ des rŽsultats. Ce 

test est rŽalisŽ ˆ lÕaide du logiciel R.  

2.4- Analyses phŽnotypiques 

2.4.1 Test en gouttes. 

Tous les mutants iff-/- ont ŽtŽ criblŽs pour leur sensibilitŽ aux agents perturbant la paroi, 

leur sensibilitŽ ˆ diffŽrents stress et leur capacitŽ ˆ filamenter en utilisant un test en gouttes 

sur milieu solide. Auparavant, la concentration inhibant la croissance du sauvage a ŽtŽ 

dŽterminŽe en testant 12, 24 et 36 !g/ml de Caspofungin ; 1,5, 3 et 5 mM d'H2O2 ; 30, 50 et 

74 !g/ml de CFW et 0,005%, 0,010% et 0,025% de SDS.  

Deux clones indŽpendants de chacun des mutants ont ŽtŽ testŽs et leur croissance sur 

diffŽrents milieux a ŽtŽ comparŽe ˆ celle de la souche de rŽfŽrence DAY286.  

Les souches sont cultivŽes une nuit ˆ 30¡C dans 3 ml de YPD et diluŽes dans du YPD ˆ une 

DO600nm = 1. On dŽpose 5 !l (3 !l suffisent sur le milieu SDS) dÕune sŽrie de six dilutions en 

cascade au dixi•me sur les milieux suivant : 

- SC His (milieu de rŽfŽrence), 

- SC His pH 3, pH 10 ou H2O2 7,5 mM (inducteurs de stress), 

- SC His SDS 0.001%, CFW 75 !g/ml ou Caspofungin 12 !g/ml (agent perturbant la paroi), 

- milieu sŽrum 5% ou spider (inducteurs de filamentation). 

Les boites sont incubŽes ˆ 37¡C et observŽes apr•s 24 et 48h, sauf pour le milieu Spider o• il 

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

- RŽsistance ˆ une forte tempŽrature 

Ce test a ŽtŽ rŽalisŽ en microplaque de 96 puits dans 150 µl de YPD ensemencŽ ˆ une 

DO600 initiale de 0,1. La croissance sÕeffectue ˆ 37¡C, 44¡C, et 45¡C pendant 16h de culture 

sous agitation continue. La lecture de la DO600 est faite directement dans le Biotek¨  toutes les 

15 minutes puis analysŽe avec le logiciel dÕacquisition Gen5.  

- RŽsistance ˆ des agents perturbant la paroi 

Ces tests ont ŽtŽ rŽalisŽs selon le protocole prŽsentŽ dans la publication de Bates 

(Bates et al., 2007). Ce test est rŽalisŽ en plaque de 96 puits. Les levures sont ensemencŽes 

dans chaque puits ˆ une DO initiale de 0,01 dans 95 µl de YPD (Figure 13). A cela est ajoutŽ 

5 µl de SDS, CFW ou Congo Red en dilutions dŽcroissantes dans chaque puits. Les plaques 

sont hermŽtiquement fermŽes avec de Parafilm M'  (Laboratory Barrier Film), puis incubŽes 

ˆ 30¡C sous agitation constante pendant 16 heures. La lecture de la DO est ensuite effectuŽe 

sur le Biotek¨  dŽcrit plus haut. 

2.4.3 Test de survie des levures apr•s phagocytose. 

Nous avons utilisŽ la technique du Ç end point dilutionÈ (Figure 14) qui est un test ˆ 

moyen dŽbit rŽalisŽ en microplaque (Marcil et al., 2002). PrŽcŽdemment ˆ lÕexpŽrimentation, 

105 macrophages sont inoculŽs dans 150 !l de D10 et ce une ligne sur deux (la ligne sans 

macrophage correspond au tŽmoin dÕinoculation des levures) dans une microplaque de 96 

puits. Puis la plaque est incubŽe ˆ 37¡C et 5% CO2 pendant 24 heures. Les souches de levures 

sont cultivŽes une nuit ˆ 30¡C dans 3ml de YPD et le lendemain, les levures sont lavŽes et 

resuspendues dans du D10. 5.103 levures sont ensuite ajoutŽes aux 50 !l  de D10 contenu dans 

chaque premiers puits de la microplaque, soit un facteur de MOI (Multiplicity Of Infection) 

de 1:20. Ensuite, par dilution en cascade sur les puits suivant on rŽalise une succession de 
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concentrations en levures dŽcroissantes d'un facteur 4 entre chaque puits. LÕexpŽrimentation 

est rŽalisŽe en duplicat pour chaque souche. Nous avons optŽ pour le dŽnombrement des 

colonies ayant ŽchappŽ ˆ la coculture avec les macrophages. La co-culture est donc incubŽe 

48h ˆ 37¡C avec 5% de CO2. Le dŽnombrement des colonies se fait sous le microscope 

optique. Les colonies sont isolŽes malgrŽ la filamentation importante des levures induite par 

les conditions de culture. On compte deux dilutions successives dans les puits o• il est 

possible de discriminer les colonies. Les puits sans macrophages correspondant aux m•mes 

dilutions sont les tŽmoins dÕinoculation. Les rŽsultats sont prŽsentŽs en nombre de colonies en 

prŽsence de macrophages rapportŽ au nombre de colonies sans macrophages x100.  

2.4.4 Test dÕadhŽrence des levures sur cellules HeLa. 

Cette expŽrience a ŽtŽ mise au point ˆ partir dÕun protocole expŽrimental utilisŽ dans 

lÕŽquipe de M. Gil et D. Gozalbo ˆ Valencia (Figure 15). Pour cette expŽrience nous avons 

utilisŽ des plaques 6 puits pour avoir une surface par puits suffisante pour avoir un Žchantillon 

de levures significatif. Les levures sont cultivŽes une nuit dans du YPD ˆ 30¡C. Le lendemain 

elles sont diluŽes ˆ une DO600 de 0,2 dans 5 ml de SC, puis incubŽes 5 heures pour atteindre la 

phase exponentielle (DO600 = 0,8). 4.105 cellules HeLa sont ajoutŽes ˆ 3 ml de D10 dans 

chaque puits pour obtenir des cellules ˆ confluence deux jours plus tard. Le milieu est alors 

enlevŽ et 1 ml dÕune suspension ˆ 104 levures/ml de D10 est inoculŽ dans les 6 puits. Apr•s 45 

minutes dÕincubation ˆ 37¡C et 5% de CO2, les puits dÕessai sont lavŽs 3 fois avec 5 ml de   

Phosphate-Buffered Saline (PBS) 7.2 (1X) (Invitrogen) tŽmpŽrŽ ˆ 37¡C. Ensuite, 1 ml de PBS 

est ajoutŽ et lÕensemble des cellules est dŽcollŽ ˆ lÕaide dÕun grattoir. Les puits dÕessai seront 

diluŽs au cinqui•me alors que les puits tŽmoin seront diluŽs au dixi•me. 100 !l de chaque 

dilution est ŽtalŽ sur milieu gŽlosŽ YPD. Apr•s 48 heures dÕincubation ˆ 30¡C, les cellules 



HeLa ˆ confluence 

45 minutes ˆ 37¡C 

TŽmoin dÕinoculation Essai 

triplica 

Figure 15 : Test dÕadhŽrence sur cellules HeLa. 104 levures sont inoculŽes ˆ un tapis de 
cellules HeLa ˆ confluence et cela dans chaque puits. Une plaque accueille une seule souche 
testŽe en triplicat technique. Trois puits seront lavŽs apr•s une incubation de 45 minutes ˆ 
37¡C, 5% CO2, puis lavŽs 3 fois avec du PBS puis lÕensemble des cellules seront rŽcupŽrŽes 
par grattage et une dilution au 1/5•me sera ŽtalŽe sur boite YPD pour le dŽnombrement. Ce 
rŽsultat est exprimŽ en pourcentage de lÕinoculum de dŽpart qui est produit par les trois puits 
restant qui subiront le m•me traitement exceptŽe lÕŽtape de lavage. 

Dilution au 1/5 
Etalement sur YPD 
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sont dŽnombrŽes. Le nombre de cellules ayant adhŽrŽ est exprimŽ en fonction du nombre de 

cellules inoculŽes.  

 

2.5- Techniques de biochimie 

2.5.1- PrŽparation des fractions 

Le culot cellulaire dÕune culture de la nuit (100 ml de culture en YNB N5000 ˆ DO600 = 

8-10) est  repris, apr•s lavage en TE, dans 2 ml de tampon  de lyse (150 mM NaCl, 50 mM 

Tris-HCl pH 7,5. Les cellules  sont  broyŽes en prŽsence de  billes ˆ froid 4 x 20 secondes au 

Fastprep' -24 (MP Biomedicals) puissance 6. Les billes et les dŽbris sont ensuite ŽliminŽs par 

centrifugation ˆ 800 rpm, le surnageant est rŽcoltŽ et les billes sont rincŽes avec 0,5 ml de 

Tampon de lyse. Le lysat est ensuite centrifugŽ 10 minutes ˆ 4000 rpm ˆ froid. On obtient 

deux fractions (Figure 16) :  

- le surnageant = S4000 est composŽ des protŽines cytoplasmiques et des petits organelles, 

- le culot = C4000 comprend la fraction de la membrane plasmique, la paroi et les plus gros 

organelles. 

La fraction C4000 est lavŽe en NaCl 1 M (3 x 5 ml) puis repris en 2 fois dans 0,5 ml de 

Tampon dÕextraction (50 mM Tris HCl pH 7,5, 100 mM EDTA, 2% SDS, 40 mM ! -

mercapto-Žthanol), portŽ  5 minutes ˆ 100 ¡C. Le mŽlange est alors centrifugŽ 4 minutes ˆ 

4000 rpm, pour donner deux sous fractions : 

- le surnageant qui correspond ˆ la fraction SDS et qui contient les protŽines membranaires , 

- le culot qui correspond ˆ la fraction pariŽtale. 

Ce dernier est lavŽ 3 fois dans 10 ml  dÕeau et le culot est repris dans 500 ml de tampon 

NaAc 20 mM pH 4,5. Il sera digŽrŽ en prŽsence de  100 ml de beta-1,6-glucanase (produite au 



Culture dÕune nuit +Tampon de lyse Lysat 

S4000 :protŽines cytoplasmiques et petits organelles 

C4000 : membrane plasmique et paroi 

centrifugation 
ˆ 4000rpm 

SDS + 

fraction SDS : protŽines membranaires 

fraction pariŽtale : solubilisation par la !-(1,6)-glucanase   

1-Lyse cellulaire 

Figure 16 : PrŽparation des cellules en vue du Western blot. Cette prŽparation nŽcessite 3 Žtapes 
o• se feront la sŽparation fractionnelle des diffŽrents constituants de la cellule. 

centrifugation 
ˆ 4000rpm 

2-Isolation du cytoplasme et des petits organelles 
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laboratoire, BoisramŽ et al. 2009) pendant 3 heures ˆ 37¡C puis centrifuger 4 minutes ˆ 4000 

rpm. Le surnageant est concentrŽ sur Microcon et la moitiŽ sera traitŽe par une 

endoglycosidase H pour Žliminer les sucres de la N-glycosylation. 

 

2.5.2- Analyse par Western-blotting 

 Apr•s migration sur gel dÕacrylamide ˆ 10% en conditions dŽnaturantes, les protŽines 

sont transfŽrŽes sur membrane de nitrocellulose (Hybond, GE Healthcare). Le transfert 

sÕeffectue dans un appareil de tranfert ˆ 400 mA  pendant une  heure dans un tampon de 

transfert (Towbin et al., 1979). La membrane est ensuite bloquŽe dans 10 ml de TBS Tween 

(0,05%) EDTA (0,186%) + lait (5%) pendant une heure. LÕanticorps primaire est ajoutŽ 

suivant la dilution appropriŽe dans le tampon TBS Tween (0,05%) EDTA (0,184%) + Lait 

RŽglait (5%) puis incubŽ sous agitation pendant une heure. La membrane est ensuite lavŽe 

trois fois par du TBS Tween EDTA. LÕanticorps secondaire, conjuguŽ avec la peroxydase, 

(IgG anti-lapin, GE Healthcare), est ajoutŽ ˆ la membrane, diluŽ au 1/10000•me dans du TBS 

Tween (0,05%) EDTA (0,184%) + Lait RŽglait (5%). La rŽvŽlation sÕeffectue par 

chimioluminescence ˆ lÕaide du kit ECL (ECL Western Blotting reagents, GE Healthcare) 

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

Healthcare).  

2.5.3- Localisation par immunofluorescence 

Les cellules ont ŽtŽ fixŽes dans 1/8e 37% formaldŽhyde pendant 40 minutes et apr•s 

lavages en PBS, elles sont ajoutŽes ˆ des lames recouvertes de poly-lysine puis bloquŽes dans 

du PBS + 0,5% de BSA et incubŽes en prŽsence dÕanticorps monoclonaux anti-V5 couplŽs au 
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Cy3 (Sigma) 4!g/ml dans du PBS + 0,5% BSA pendant 1 heure dans le noir. Apr•s des 

lavages dans le PBS, le DAPI est ajoutŽ puis rincŽ avant lÕŽtape de montage. 
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III. RŽsultats 

 

Chapitre 1 : Analyse gŽnŽtique de la famille IFF  chez Candida 

albicans 

 

 

1.1- Introduction 

 La premi•re Žtape de ce travail de th•se portait sur une analyse des sŽquences 

protŽiques des Iffs. Nous verrons dans une premi•re partie que cette Žtude nous a amenŽs dans 

un premier temps ˆ sŽquencer deux g•nes : IFF1 et IFF10. Nous avons vŽrifiŽ in silico la 

prŽdiction dÕun ancrage GPI pour ces nouvelles sŽquences, puis nous avons localisŽ certaines 

protŽines Iffs. Enfin, nous avons ŽtudiŽ la conservation de ces Iffs dans dÕautres gŽnomes de 

levures hŽmiascomyc•tes. 

1.2- SŽquen•age des g•nes IFF1  et IFF10 

Les g•nes de la famille IFF sont tous annotŽs dans la base de donnŽes en ligne CGD 

www.candidagenome.org. Dans la version 19, la famille comprend 12 membres, les g•nes 

IFF1 ˆ IFF11 et le g•ne  HYR1, prŽcŽdemment dŽcrit comme induit par la morphogen•se en 

hyphe.  

Deux de ces sŽquences nous ont pourtant interpellŽs. Cela nous a amenŽs ˆ les 

sŽquencer ˆ partir de notre souche de rŽfŽrence BWP17 (Figure 17). 

Pour IFF1 (orf19.5124), la version 19 de CGD avait fusionnŽ deux contigs provenant 

du gŽnome de la souche WO-1 (isolat clinique sans rapport avec SC5314 utilisŽe pour le reste 



Figure 17 : SŽquen•age des g•nes IFF1  et IFF10. La nouvelle sŽquence du g•ne IFF10 
ajoute une thymine qui supprime le codon stop et rŽtablit la phase de lecture avec lÕORF 
en aval. Cela nous donne une sŽquence pour IFF10 qui est plus longue et qui sera prŽdite 
pour coder une protŽine ˆ ancre GPI. Le g•ne IFF1 poss•de quant ˆ lui deux all•les de 
tailles diffŽrentes ce qui a posŽ des probl•mes de sŽquen•age dans 
http://www.candidagenomedatabase.org/. 
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du sŽquen•age). A cet endroit, plusieurs Ç frame shifts È avaient ŽtŽ introduits pour dŽcaler le 

cadre de lecture et ainsi conserver la phase. Le sŽquen•age a rŽvŽlŽ une ORF continue et 

plusieurs substitutions. Nous avons trouvŽ des sŽquences rŽpŽtŽes dÕenviron 138 pb au centre 

de lÕORF. Nous avons de plus Žtabli quÕil existait deux all•les de tailles diffŽrentes avec une 

diffŽrence de 366 nuclŽotides au niveau de la rŽgion riche en sŽrine et thrŽonine. 

Quant ˆ IFF10 qui correspondait ˆ une petite orf19.5404 de la version 19, le 

sŽquen•age a insŽrŽ une base Thymine qui a permis de changer la phase de lecture, et ainsi 

dÕŽliminer le codon stop de lÕorf19.5404. Celle-ci a alors ŽtŽ fusionnŽe en phase avec 

lÕorf19.5401 chevauchante en aval, rŽtablissant ainsi pour IFF10 une sŽquence longue avec 

une rŽgion riche en sŽrine et thrŽonine plus importante. Nous verrons plus loin que cette 

nouvelle sŽquence porte les motifs de prŽdiction dÕun ancrage GPI. 

1.3- Alignement des sŽquences protŽiques des Iffs. 

Les protŽines Iffs ont pour caractŽristique la ressemblance avec le produit du g•ne 

HYR1, ˆ lÕorigine de cette famille et le premier ˆ avoir ŽtŽ dŽcrit. Nous avons rŽalisŽ un 

alignement de la sŽquence en acides aminŽs des 12 protŽines Iffs. Sur ces sŽquences nous 

avons positionnŽ les zones riches en sŽrine, thrŽonine, glycine et asparagine gr‰ce au logiciel 

de prŽdiction de glycosylations disponible sur le site Expasy (http://www.expasy.org/prosite/).  

En analysant cet alignement protŽique (Figure 18) on remarque une zone dÕenviron 

350 acides aminŽs N-terminaux fortement conservŽe qui dŽfinit la famille IFF (Figure 19). 

Cette rŽgion conservŽe ne prŽsente aucune homologie avec des domaines fonctionnels connus 

et pourrait donc •tre ˆ lÕorigine dÕune spŽcificitŽ protŽique chez C. albicans.Cette zone 

prŽc•de une rŽgion peu conservŽe et de longueur variable, riche en sŽrines et thrŽonines. Ces 

acides aminŽs prŽdisent une forte O-glycosylation de ces protŽines. La sŽquence se termine 

par une rŽgion C-terminale courte et de longueur variable entre les Iffs, prŽdite dans la 

littŽrature pour porter le plus souvent (sauf dans le cas dÕIff7 Ð mais voir plus bas) un motif 



Figure 18 : Alignement de la sŽquence protŽique des Iffs avec prŽdiction des zones de 
glycosylation (SŽrine ou ThrŽonine). La partie N-terminale (aa 340 Ð 350) est tr•s 
conservŽe (voir Figure 19) et suivie dÕune zone riche en sŽrine (en violet) et thrŽonine 
(orange) de longueur variable. La protŽine se termine par une courte sŽquence C-
terminale de longueur variable (dÕapr•s Scan Prosite : http://www.expasy.org/tools/
scanprosite/). 



Figure 19 : Alignement de la zone de similaritŽ des Iffs. Voici un alignement des 440 premiers 
acides aminŽs de la sŽquence des Iffs rŽalisŽ avec GenDoc. Les 350 premiers acides aminŽs 
montrent une tr•s forte conservation entre eux. CÕest la base de la famille Iff. Le pourcentage 
dÕhomologie est marquŽ par un gradient de couleur : rouge (100%), orange (80%) et jaune 
(60%). le consensus est notŽ par des chiffres : 1 (DN), 2 (EQ), 3 (ST), 4 (KR), 5 (FYW) et 6 
(LIVM). 
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dÕattachement dÕancre GPI. Pour aligner les Iffs entre elles, nous avons rŽalisŽ des 

alignements qui ont ŽtŽ nettoyŽs de deux fa•ons diffŽrentes. LÕun manuellement (Figure 20a) 

avec GeneDoc et lÕautre automatiquement (Figure 20b) avec GBlocks. Cela a gŽnŽrŽ dans le 

premier cas 322 positions alignŽes et dans lÕautre 294 positions. Les arbres (NJ plot) ont le 

m•me profil et sugg•rent des relations de proximitŽ relativement sžres et dÕautres incertaines. 

Tout dÕabord nous pouvons conclure que des duplications successives ont menŽ aux g•nes 

Iff4, puis Iff5 puis Iff3 et Iff9. Cependant il reste une incertitude concernant leur anc•tre ainsi 

que celui des g•nes Iff1, 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 sugg•rent fortement 

que lÕŽv•nement le plus ancien au sein de la famille concerne Iff10 et Iff11 : celles-ci 

semblent avoir divergŽ les premi•res par rapport au reste de la famille, lors dÕun premier 

Žv•nement de duplication survenu chez leur anc•tre commun.  

Nous avons ensuite voulu savoir si cette famille Žtait prŽsente chez dÕautres 

champignons, et dans quelle mesure elle Žtait conservŽe.  

1.4- RŽpartition des IFF chez quelques champignons. 

La recherche dÕorthologues des g•nes IFF chez tous les eucaryotes a produit lÕarbre 

prŽsentŽ figure 21. Deux principales conclusions peuvent dŽcouler de son examen. Tout 

dÕabord, les seuls eucaryotes qui poss•dent des orthologues des IFF dans leur gŽnome sont les 

esp•ces tr•s proches de C. albicans, cÕest ˆ dire C. dubliniensis, C. tropicalis, C. parapsilosis, 

C. lusitianiae, C. guillermondii et Lodderomyces elongisporus (non reprŽsentŽes ici). La 

prŽsence dÕorthologues chez Pichia stipitis montre que cette famille peut aussi •tre prŽsente 

chez des esp•ces non pathog•nes pour lÕhomme. On ne retrouve pas par contre d'orthologues 

dans les gŽnomes de Debaryomyces hansenii ou de Pichia farinosa, suggŽrant que cette 

famille a ŽtŽ perdue par certaines esp•ces du clade des levures CTG (Figure 22). 



Figure 20 : Evolution des Iffs . Les arbres ont ŽtŽ rŽalisŽs ˆ partir dÕalignements 
nettoyŽs ˆ lÕaide de deux logiciels diffŽrents. (a) Alignement rŽalisŽ avec Clustal X puis 
correction manuelle des gaps avec GeneDoc aboutissant ˆ 322 aa. (b) Alignement 
automatique rŽalisŽ avec Muscle puis correction des gaps avec Gblocks (taille minimale 
des blocs de 8) gŽnŽrant 294 aa. Les arbres sont rŽalisŽs par CLustalX avec NJplot + 
1000 permutations. Comme dŽmontrŽ par ces deux arbres qui ont le m•me profil, 
lÕorigine des protŽines Iff4, Iff5, Iff3 et Iff9 semble probable. Par contre il existe une 
tr•s forte incertitude concernant lÕŽvolution des protŽines Iff1, Iff2, Iff6 et Iff8 (valeurs 
de bootstrap faibles entourŽes en orange). 
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Figure 21 : Arbre phylogŽnŽtique reprŽsentant la rŽpartition des orthologues des 
IFF  chez les eucaryotes. On en trouve uniquement chez les esp•ces proches 
phylogŽnŽtiquement de C. albicans. 



Figure 22 : Distribution des familles de g•nes IFF  parmi les esp•ces du clade CTG. 
Chez les esp•ces dont nous avons la sŽquence, la prŽsence de la famille IFF est indiquŽe par une 
pastille rouge, lÕabsence par une croix rouge. LÕarbre des levures du clade CTG est extrait de la 
publication Tsui et al., 2008. 
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Deuxi•mement, en regardant plus en dŽtail, on remarque que les g•nes IFF dÕune m•me 

esp•ce sont regroupŽs. On aurait en effet pu avoir un regroupement des g•nes par type d'Iff 

mais ce nÕest pas le cas. Cela sugg•re donc que la famille aurait ŽvoluŽ apr•s la spŽciation, 

sauf dans le cas du couple C. albicans/C. dubliniensis qui a divergŽ rŽcemment.  

1.5- PrŽdiction in silico de lÕancrage GPI 

Les Žtudes de prŽdiction de lÕancrage GPI et de localisation des protŽines Iffs ont ŽtŽ 

rŽalisŽes gr‰ce ˆ une collaboration avec Anita BoisramŽ.  

Suite ˆ lÕobtention de leurs nouvelles sŽquences, nous voulions savoir si les deux 

protŽines Iff1 et Iff10 pouvaient porter un motif dÕancrage GPI et aussi visualiser les signaux 

dÕadressage et dÕancrage des autres Iffs prŽdits par la littŽrature. Cette Žtude in silico a ŽtŽ 

rŽalisŽe en regroupant plusieurs informations donnŽes par diffŽrents logiciels disponibles dans 

diffŽrents sites notamment sur un site danois proposŽ dans Expasy ou sur des sites comme 

GPI-SOM, big-PI et PredGPI pour la prŽdiction de lÕancre et du site Omega : 

- PrŽdiction de la sŽquence signal (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Cette 

sŽquence signal amino-terminale est commune aux bactŽries et aux eucaryotes et 

permet chez ces derniers lÕenvoi de la protŽine au rŽticulum endoplasmique, premi•re 

Žtape de la voie de sŽcrŽtion.  

- PrŽdiction de domaines transmembranaires 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ et http://bp.nuap.nagoya-

u.ac.jp/sosui/). Ce domaine constitue un segment transmembranaire hydrophobe 

permettant ˆ la protŽine de sÕancrer dans la membrane du rŽticulum. Il mesure au 

minimum 20 acides aminŽs mais, lorsquÕil ne mesure que 15 acides aminŽs et quÕil 

nÕest pas tr•s hydrophobe, il peut faire partie du signal dÕancrage GPI et •tre clivŽ 

pour permettre lÕattachement de la protŽine sur lÕancre.  
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- PrŽdiction des sites de N-glycosylations (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). 

On recherche des motifs Asn-X-Thr/Ser, car la N-glycosylation sÕeffectue sur lÕAsn. 

- PrŽdiction des sites de O-glycosylation (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) : 

On recherche des rŽgions riches en sŽrines et thrŽonines car elles sont le lieu des O-

glycosylation.  

- PrŽdiction dÕune ancre GPI par GPI-SOM (http://gpi.unibe.ch/) ou par big-PI 

(http://mendel.imp.ac.at/sat/gpi/gpi_server.html). Ces logiciels prŽdisent une ancre 

GPI par des mŽthodes diffŽrentes.  

ProtŽine Peptide 

signal 

N-glycosyl. O-glycosyl. Domaine 

hydrophobe 

Site (  Taille 

totale (aa) 

Iff1  +(20-21) 3/8 sites 200 ? 1541-1561 1539 1562 

Iff2  +(20-21) 11/40 sites 160 ? 1228-1248 1224 1249 

Iff3  +(20-21) 1/5 sites 32 Non (12)  ? 918 941 

Iff4  +(20-21) 0/3 sites 4 ? 1506-1525 1501 1526 

Iff5  +(20-21) 1/10 sites 31 ? 1287-1307 ? 1286 1308 

Iff6  +(19-20) 7/21 sites 181 ? 1065-1085 ? 1064 1086 

Iff7  +(20-21) 2/12 sites 6 + 1202-1224 Pas de GPI 1225 

Iff8  +(19-20) 2/6 sites 134 Non (6) ? 688 714 

Iff9  +(20-21) 0/9 34 Non (12) ? 918 941 

Iff10 +(19-20) 2/8 sites 66 ? 1223-1243 ? 1219 1244 

Iff11 +(19-20) 1/1 site 48 Non Pas de GPI 511 

HYR1 +(20-21) 9/13 sites 53 ? 899-918 895 919 

Tableau 3 : PrŽdiction in silico dÕun ancrage GPI.  
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 Le site danois (CBS) a permis de rechercher la sŽquence signal, les sites de 

glycosylation et le domaine hydrophobe. Le site OmŽga a ŽtŽ recherchŽ sur PredGPI. 

Les Ç ? È indiquent que tous les programmes citŽs dans ce paragraphe ne prŽdisent pas tous la 

m•me chose. Le site de clivage du peptide signal s'il est prŽsent (+) est indiquŽ dans la 

colonne "Peptide Signal" et la position du site de coupure du pŽcurseur est indiquŽe entre 

parenth•ses. Deux chiffres sont donnŽs pour les sites de N-glycosylation : le 1er correspond 

aux sites ˆ tr•s forte probabilitŽ, le second aux sites possibles. On a indiquŽ dans la colonne 

Ç Domaine hydrophobe È la prŽdiction pour un domaine transmembranaire (Ç ? È Si peu 

probable, Ç Non È si <20 acides aminŽs avec entre parenth•se le nombre d'acides aminŽs 

hydrophobes, Ç + È si prŽsent) et la position de la sŽquence hydrophobe C-terminal quand elle 

existe. 

 

Toutes les protŽines sont prŽdites pour •tre dirigŽes sur la voie de sŽcrŽtion. Iff4 et 7 

sont prŽdites pour •tre plus faiblement glycosylŽes que les autres protŽines de la famille. 

Seules Hyr1, Iff1, Iff2 et Iff4 rassemblent clairement toutes les caractŽristiques attendues pour 

une protŽine ˆ ancre GPI. Iff7 est prŽdite pour comporter un domaine transmembranaire (cÕest 

le seul qui soit validŽ par TMHMM) et pourrait donc •tre ancrŽe directement dans la 

membrane par ce domaine, malgrŽ la prŽdiction dÕun ancrage GPI par big-PI et GPI-SOM, 

mais non retenu par PredGPI (http://gpcr.biocomp.unibo.it/predgpi/pred.htm) dŽcrit comme 

un bon prŽdicteur (Pierleoni, 2008). Iff5, 6 et 10 semblent elles aussi de bonnes candidates 

pour porter une ancre GPI, bien que big-PI les classe en-dessous du seuil de validation pour le 

site Omega ; elles sont cependant retenues par GPI-SOM et par PredGPI. LÕabsence de 

domaine hydrophobe terminal dans le cas dÕIff3, 8 et 9, associŽe ˆ une probabilitŽ de prŽsence 

du site Omega faible pour big-PI mais forte pour PredGPI (>99%) sugg•re que la localisation 

de ces protŽines (sŽcrŽtŽes ou solubles) doit •tre confirmŽe expŽrimentalement. Enfin GPI-
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SOM, big-PI et PredGPI ne prŽdisent pas lÕexistence dÕun site Omega, ce qui est en accord 

avec les rŽsultats publiŽs indiquant qu'Iff11 est une protŽine sŽcrŽtŽe (Bates, 2007). 

1.6- Localisation in vitro des protŽines Iffs. 

 Nous avons localisŽ ces protŽines chez des souches exprimant chaque Iff sous contr™le 

du promoteur fort pACT1 et en fusion avec une Žtiquette V5 pour la dŽtection par Western-

blot (voir MatŽriel et MŽthodes). Ces souches surexpriment les protŽines Iffs sans quoi on ne 

pourrait pas les visualiser puisque elles sont exprimŽes ˆ un niveau indŽtectable dans nos 

conditions (voir Chapitre 4). 

 Des prŽparations de paroi de ces diffŽrentes souches ont ŽtŽ traitŽes au SDS en 

prŽsence de ! -mercaptoŽthanol et ˆ 100¡C pour les dŽbarrasser des protŽines non attachŽes de 

fa•on covalente et des protŽines membranaires. Apr•s digestion par une "-(1,6)-glucanase 

(extrait les protŽines liŽes aux ! -(1,6)-glucanes) ou ̂  la fois par une ! -(1,6)-glucanase et une 

endoglycosidase-H (Žlimine les N-glycosylations), les protŽines libŽrŽes sont sŽparŽes sur gel 

et mises en Žvidence par un anticorps anti-V5. Les rŽsultats prŽsentŽs sur la Figure 23 

indiquent que les protŽines Iff3, Iff5, Iff6 et Iff8 se retrouvent dans la fraction pariŽtale 

digŽrŽe par la ! -(1,6)-glucanase et bien que ce test ne soit pas quantitatif, on peut constater un 

changement de poids apr•s un traitement par lÕendoglycosydase H. Ce sont donc toutes des 

protŽines pariŽtales.  

La protŽine Iff2 a quant ˆ elle ŽtŽ localisŽe dans la membrane (Figure 24). Pourtant la 

localisation par immunomarquage sans Žtape de permŽabilisation de la paroi nous permet tout 

de m•me de la localiser ˆ la surface. Une hypoth•se pour expliquer cela serait que sa 

conformation serait liŽe ˆ sa forte glycosylation qui lÕŽtirerait jusquÕen surface. Cette 

expŽrience rŽalisŽe sur Iff2 sera par la suite Žtendue ˆ toutes les protŽines Iffs de cette Žtude. 
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Figure 23 : Western blot des souches de surexpression dÕIFF3, IFF5, IFF6 et IFF8 . Dans 
les puits se trouvent de gauche ˆ droite, la fraction S4000 (protŽines cytoplasmiques et petits 
organelles), la fraction SDS (protŽines membranaires), la fraction Paroi seule, la fraction paroi 
digŽrŽe par la !-1,6-glucanase (protŽines ˆ ancre GPI) et la fraction paroi digŽrŽe par 
lÕendoglycosydase H (Žlimination de la N-glycosylation). 
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Figure 24 : Localisation de la protŽine Iff2 portant un tag V5. (a) Western blot de 
la souche de surexpression dÕIFF2. Dans les puits se trouvent de gauche ˆ droite, la 
fraction S4000 (protŽines membranaires et pariŽtales attachŽes par des liaisons non-
covalentes), la fraction Paroi seule et la fraction paroi digŽrŽe par la !-1,6-glucanase 
(protŽines ˆ ancre GPI). (b) Immunofluorescence des cellules surexprimant la 
protŽine Iff2 portant un tag V5. Aucun traitement prŽalable de permŽabilisation de la 
paroi nÕa eu lieu. Donc ici nous visualisons en rouge les protŽines localisŽes en 
surface. 
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Conclusion 

Les prŽdictions phylogŽnŽtiques ne permettent pas dÕenraciner lÕarbre. Par contre, 

elles nous montrent quÕIFF10 et IFF11 sont ceux qui ont le moins subi dÕŽvŽnement de 

duplication, et que dÕun autre c™tŽ IFF4, IFF5, IFF3 et IFF9 sont issus d'un anc•tre commun. 

Cette famille gŽnique se retrouve chez les esp•ces proches de C. albicans et semble •tre plut™t 

spŽcifique des esp•ces pathog•nes, ce qui justifie que nous approfondissions son Žtude.  

La somme des prŽdictions in silico nous donne une information qui nÕest pas fiable ˆ 

100%. Il Žtait donc nŽcessaire dÕeffectuer des tests biochimiques. Nous avons donc confirmŽ 

que les protŽines Iff3, Iff5, Iff6 et Iff8 sont pariŽtales, alors quÕIff2 est membranaire (Figure 

25). Ces observations directes de localisation sont systŽmatiquement en accord avec les 

prŽdictions de PredGPI ce qui nous permet de penser que cÕest un logiciel de prŽdiction plus 

fiable que GPI-SOM ou big-PI. Les tests de localisation par immunofluorescence ont par 

ailleurs permis de prŽciser que bien quÕŽtant membranaire, IFF2 Žtait accessible par 

lÕanticorps anti-V5 en surface, comme montrŽ par le tŽmoin Iff2-V5$ sans sa partie centrale, 

cela semble •tre liŽ ˆ sa glycosylation. Les sucres feraient un espace autour de la protŽine, 

permettant lÕacc•s de lÕanticorps anti-V5 jusquÕa la partie N-terminale portant le tag V5. Pour 

complŽter cette Žtude il reste ˆ cloner et localiser les protŽines Iff1, Iff4, Iff7, Iff9 et Iff10.



Iff8 

Iff3, Iff5, Iff6 

Iff11 

Figure 25 : SchŽma rŽcapitulatif de la localisation des protŽines Iffs : 3 cas 
possibles. 
La localisation dÕIff11 provient de la publication Bates et al. (Bates et al., 2007). 
Les protŽines Iff2, Iff3, Iff5, Iff6 et Iff8 ont ŽtŽ localisŽ par Western blot lors de 
cette Žtude. Iff3, Iff5 et Iff6 sont des protŽines pariŽtales. Iff8 est une protŽine 
pariŽtale qui nÕaffleure pas la surface cellulaire tandis que la protŽine Iff2 est 
membranaire mais cependant sa structure lui permet dÕaffleurer la surface. 
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Chapitre 2: CrŽation des mutants iff -/- 

 

 

2.1 Introduction 

La deuxi•me partie de ce travail consistait ˆ obtenir la banque compl•te de mutants 

homozygotes iff-/- chez le diplo•de strict C. albicans.  

Alors que la manipulation gŽnŽtique chez S. cerevisiae est aisŽe, lÕabsence de cycle 

sexuel complet chez C. albicans, la diplo•die, les faibles frŽquences de transformation et 

l'existence d'un code gŽnŽtique alternatif compliquent lÕutilisation des outils molŽculaires.  

- Une mŽthode dÕinterruption par Ç Ura-blaster È, basŽe sur lÕutilisation dÕune cassette 

recyclable URA3, a ŽtŽ dŽveloppŽe il y a une quinzaine dÕannŽe pour permettre la 

transformation sŽquentielle dÕune souche auxotrophe pour lÕuracile (Fonzi & Irwin, 1993). Si 

cette mŽthode prŽsente lÕavantage de permettre la crŽation de mutants multiples, elle nŽcessite 

toutefois la rŽgŽnŽration de son marqueur en ajoutant dans le milieu de l'acide 5-

Fluoroorotique (5-FOA). Ce dernier est transformŽ en 5-Flurouracile qui est toxique pour les 

cellules exprimant le g•ne URA3 et permet donc de sŽlectionner des rŽvertants Ura-.  

- Une autre mŽthode plus rapide a ŽtŽ dŽveloppŽe par la suite. Elle repose sur lÕutilisation 

dÕune cassette UAU1. Cette cassette apporte potentiellement deux marqueurs de sŽlection 

(ARG4 et URA3) puisquÕelle porte le g•ne ARG4 entourŽ des rŽgions 3Õ et 5Õ du g•ne URA3. 

Elle est insŽrŽe par double recombinaison homologue ˆ  la place d'un all•le en sŽlectionnant le 

phŽnotype Arg+, puis lÕhŽtŽrozygote obtenu pourra devenir homozygote pour le g•ne cible 

par homogŽnotisation de lÕall•le marquŽ par la cassette UAU1. LÕexcision de ARG4 d'un des 

deux all•les permet alors de restaurer un phŽnotype Ura+ et de sŽlectionner lÕinactivation du 
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second all•le, apr•s une seule Žtape de transformation de C. albicans (Enloe et al., 2000). Le 

probl•me de cette mŽthode est que nous ne maitrisons pas compl•tement les Žv•nements de 

recombinaison. En effet elle sŽlectionne les transformants pour lesquels une conversion de 

g•ne, un double crossing-over ou une erreur de sŽgrŽgation lors de la mitose a rendu la souche 

homozygote pour la cassette de disruption.  

- Pour Žviter les mutations alŽatoires obtenues avec le syst•me prŽcŽdent, un syst•me de 

transformation basŽ sur la PCR a ŽtŽ dŽveloppŽ sur le mod•le de ce qui se fait chez S. 

cerevisiae. LÕutilisation de la souche triple auxotrophe BWP17 [ura3-, his1-, arg4-] permet de 

gŽnŽrer des doubles mutants simplement apr•s deux Žtapes de transformations successives, 

sans passer par lÕŽtape de rŽgŽnŽration dÕun marqueur de sŽlection unique. Nous avons donc 

choisi dÕutiliser cette derni•re mŽthode que nous dŽcrivons plus en dŽtail dans la partie 

MatŽriel et MŽthodes.  

Un probl•me commun ˆ toutes ces techniques appara”t cependant lors de lÕutilisation 

in vivo de ces mutants puisque lÕauxotrophie pour lÕuracile affecte lÕadhŽrence de C. albicans 

sur tissus humains, ainsi que sa virulence dans un mod•le dÕinfection systŽmique chez la 

souris (Bain et al., 2001; Lay et al., 1998). La mauvaise expression du g•ne URA3 ˆ un locus 

ectopique ou dans un environnement dŽfavorable (Sharkey, 2005) pose donc un probl•me 

pour les mŽthodes de disruption utilisant URA3 comme marqueur de sŽlection. Cela peut 

toutefois facilement •tre rŽsolu par lÕajout dÕUridine dans le milieu ou par la rŽintŽgration du 

g•ne URA3 au locus RPS10 qui permet une forte expression dÕURA3 (Brand, 2004). 

2.2 Transformation basŽe sur un produit de PCR Jumbo. 

Les cassettes dÕinterruption ont ŽtŽ construites par PCR Jumbo comme dŽtaillŽ dans la 

partie MatŽriel et MŽthodes. Parfois, plusieurs transformations ont ŽtŽ nŽcessaires avant 

dÕobtenir des clones positifs. Lorsque cela Žtait possible, 32 clones ont ŽtŽ rŽisolŽs puis 

vŽrifiŽs apr•s chaque Žtape (transformation par la cassette ARG et sŽlection pour la cassette 
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URA) par PCR sur colonies. Au moins 3 clones positifs en PCR ont ŽtŽ conservŽs ˆ -80¡C. 

Pour chaque g•ne, nous avons construit des homozygotes (Tableau 4) ˆ partir de deux 

hŽtŽrozygotes distincts pour pouvoir comparer par la suite deux mutants indŽpendants.  

Tableau 4 : banque des mutants iff -/- construits pour ce travail.  

 

On notera que les disruptants homozygotes d'IFF1 ont ŽtŽ obtenus sans difficultŽ, infirmant 

ainsi l'annotation de CGD: "possibly an essential gene, disruptants not obtained by UAU1 

method" (http://www.candidagenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=IFF1). 

 

Mutants chromosome gŽnotype Origine  

iff1-/- Chr 7  Homozygote [His-, Arg+, Ura+] BWP17  

iff 2-/- Chr 5 Homozygote [His-, Arg+, Ura+] BWP17  

iff 3-/+ Chr R HŽtŽrozygote [His-, Arg+, Ura+] BWP17 syst•me Tet-Off 

iff 4-/- Chr R Homozygote [His-, Arg+, Ura+] BWP17  

Iff5-/- Chr4 Homozygote [His-, Arg+, Ura+] BWP17  

iff 6-/- Chr 2 Homozygote [His-, Arg+, Ura+] BWP17  

iff 7-/- Chr R Homozygote [His-, Arg+, Ura+] BWP17  

iff 8-/- Chr 5 Homozygote [His-, Arg+, Ura+] BWP17  

iff 9-/+ Chr R HŽtŽrozygote [His-, Arg+, Ura+] BWP17 syst•me Tet-Off 

iff 10-/- Chr 3 Homozygote [His-, Arg+, Ura+] BWP17  

iff 11-/- Chr 3 Homozygote [His-, Arg+, Ura+] BWP17  
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2.3 Analyse des mutants 

2.3.1. VŽrification du gŽnotype par Southern blot 

Nous avons ensuite vŽrifiŽ par Southern blot entre 4 et 5 mutants homozygotes pour 

chaque g•ne. Les enzymes utilisŽes lors de la digestion dÕADN gŽnomique ainsi que la taille 

des bandes attendues apr•s rŽvŽlation du Southern blot sont prŽsentŽes dans le tableau 5 et 

les gels sont dans la figure 26.  

mutant enzyme de restriction all•le sauvage all•le ARG4 all•le URA3 

iff1-/- HindIII  2901 ou 3270 pb 2246 pb 5271 pb 

iff2-/- HindIII  5841 pb 2598 pb 3863 pb 

iff4-/- HindIII  5090 pb 1574 pb 7219 pb 

Iff5-/- StyI 6629 pb 5076 pb 3929 pb 

iff6-/- ClaI 5472 pb 2989 pb 3744 pb 

iff7-/- BstXI  2528 pb 1685 pb 3112 pb 

iff8-/- HindIII  3180 pb 4654 pb 11531 pb 

iff10-/- HpaI 1941 pb 1661 pb 2795 pb 

iff11-/- XbaI 4668 pb 1243 pb 5360 pb 

Tableau 5 : Taille attendue dans lÕanalyse par Southern blot des mutants iff -/-. Le 

g•ne IFF1 a deux all•les de tailles diffŽrentes, cela ne donne qu'une taille attendue lorsqu'il 

est interrompu par ARG4 ou URA3. 

 

Cette technique Žtant assez lourde ˆ mettre en place pour tous ces mutants, nous avons 

allŽgŽ un peu lÕexpŽrimentation en utilisant une seule enzyme de restriction et une seule sonde 

par mutant pour discriminer les trois types dÕall•les (voir MatŽriel et MŽthode). Bien que les 

sondes aient ŽtŽ purifiŽes sur gel, le Southern-blot des clones iff7-/- prŽsente de nombreuses 

bandes aspŽcifiques. La membrane a subi une deuxi•me sŽrie de lavage en SSC 2X 1.0% SDS 
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Figure 26 : VŽrification du gŽnotype des mutants par 
Southern-blot. Une seule enzyme de restriction et une 
seule sonde permettent de discriminer les trois all•les 
attendus. Cette figure reprŽsente les bandes attendues du 
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mais cela nÕa pas enlevŽ les bandes parasites. Dans certains cas, il a donc fallu recommencer 

le Southern-blot. Nous avons Žgalement commandŽ de nouvelles sondes, 100 pb plus grandes. 

Cela a amŽliorŽ la qualitŽ des rŽvŽlations.  

Sauf dans le cas des g•nes IFF3 et IFF9 qui sont dŽtaillŽs plus loin, des homozygotes 

mutants ont donc bien ŽtŽ obtenus pour tous les g•nes et une premi•re analyse phŽnotypique 

de ces souches a ŽtŽ rŽalisŽe. 

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

Tests en gouttes  

ExceptŽ Iff11 qui est secrŽtŽe (Bates, 2007), Iff2 qui est membranaire et Iff7 qui lÕest 

sans doute aussi dÕapr•s les prŽdictions in silico, les autres protŽines Iffs sont potentiellement 

transfŽrables de leur ancre GPI membranaire ˆ la paroi. Elles pourraient donc jouer un r™le 

dans lÕarchitecture et lÕintŽgritŽ de la paroi dans ces deux localisations. Pour tester cette 

hypoth•se, la sensibilitŽ des mutants iff-/- de C. albicans ˆ diffŽrents agents perturbant la 

paroi a ŽtŽ testŽe en milieu gŽlosŽ. 

Nous avons utilisŽ le test en gouttes pour dŽtecter les modifications de la paroi, les 

rŽponses aux stress, et les dŽfauts de morphogen•se.  

La morphogen•se a ŽtŽ testŽe sur milieux solides Spider et sŽrum (5%) ˆ 37¡C; les 

observations ont ŽtŽ effectuŽes ˆ 2 ou 3 jours.  

Les modifications de la paroi ont ŽtŽ testŽes sur milieu YPD + SDS, YPD + Calcofluor White 

et YPD + Caspofungine. Ces trois composants permettent de visualiser diffŽrents dŽfauts 

pariŽtaux. Le SDS pŽn•tre plus facilement une paroi dŽfectueuse, dŽsorganise la membrane 

plasmique et entra”ne la mort de la cellule par fuite des Žlectrolytes. Le CFW est un colorant 

qui permet de visualiser les levures ayant une anomalie de structure de leur paroi car il entre 

en compŽtition avec les "-(1,3)-glucanes pour lÕattachement de la chitine ce qui induit la mort 

cellulaire par choc osmotique. Une souche dont la paroi est dŽfectueuse compense souvent ce 
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dŽfaut par une augmentation de son taux de chitine pariŽtale : ces mutants seront donc plus 

sensibles au CFW. La Caspofungine est un antifongique qui agit en inhibant la fonction de la 

" -(1,3)-glucane synthase. Si une protŽine est impliquŽe dans la biosynth•se de la paroi, 

lÕabsence de cette protŽine pourrait dŽsorganiser la paroi provoquant ainsi des effets indirects 

chez ce mutant comme une plus grande sensibilitŽ ˆ la Caspofungine et ˆ certains stress.  

La rŽponse des mutants ˆ diffŽrents stress environnementaux a Žgalement ŽtŽ testŽe, tels 

que les stress pH (pH3 et pH10) ou le stress oxydatif (sensibilitŽ ˆ H2O2). 

Les tests en gouttes ont ŽtŽ rŽpŽtŽs deux fois sur deux mutants indŽpendants. Les 

rŽsultats de lÕŽtude globale des mutants iff-/- chez C. albicans montrent que les protŽines Iffs 

ne sont impliquŽes ni dans la morphogen•se, ni dans les rŽponses aux stress testŽs, ni dans 

lÕintŽgritŽ de la paroi. Par ailleurs des tests de filamentation en milieu liquide de Lee nÕont 

montrŽ aucun retard, ni hyperfilamentation, ni m•me dÕagrŽgation des cellules entre elles.  

Parfois les clones homozygotes retenus ont montrŽ un phŽnotype diffŽrent. Le mutant 

iff8.3.4-/- a montrŽ une hypersensibilitŽ pour la Caspofungine et le Calcofluor White (Figure 

27). Les autres clones testŽs nÕayant pas le m•me phŽnotype, il est peu probable quÕune 

mutation ait pu rŽtablir le phŽnotype sauvage chez tous les autres clones. Ces rŽsultats tendent 

ˆ indiquer que la sensibilitŽ du mutant iff8.3.4 nÕest pas due ˆ lÕinactivation du g•ne IFF8 

mais rŽsulterait dÕun effet secondaire de la transformation, comme par exemple l'induction de 

mutations ou de remaniements chromosomiques lors de la transformation. Cette hypoth•se 

pourrait •tre vŽrifiŽe en montrant que la complŽmentation dÕiff8.3.4-/- par lÕall•le sauvage ne 

modifie pas la sensibilitŽ ˆ la Caspofungine et au Calcofluor White. 

Les clones iff5.2.11, iff5.2.14, iff5.4.1 et iff5.5.6 ne prŽsentent pas un phŽnotype 

homog•ne lors des tests en gouttes (Figure 28). Dans le doute et par manque de temps, nous 

avons prŽfŽrŽ Žcarter ce g•ne et les mutants correspondants de la suite de notre Žtude.  

Tests en milieux liquides 
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Figure 27 : Analyse du mutant iff8-/-. Tous les mutants iff-/- ont ŽtŽ analysŽs en tests en 
gouttes. Le clone iff8.3.4-/- a montrŽ un phŽnotype sur Caspofungin ;@& !"-A%B=%<& /C7@;&
D!./E9& F;#& ,=@"G@#& 7HI9'9JK+K& ;@& 7HI9(9'K+K& #;,L-;G@& M@<;& -N*O<;,;G@& #;G#7L-;& "=& 686&
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Figure 28 : Analyse du mutant iff5-/-. Deux phŽnotypes diffŽrents sont observables en tests en 
gouttes sur milieu Caspufungin, Calcofluor White (CFW) et Sodium Dodecyl Sulfate (SDS). Les 
mutants vŽrifiŽs en Southern-blot sont en gras, et les mutants prŽsentant une hypersensibilitŽ de la 
paroi sont en rouge. Il semblerait quÕun retard de croissance soit aussi observable sur le milieu 
minimum tŽmoin.  
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