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Introduction

1. Introduction

1. Présentation générale de Candida albicans

1.1 Caractéristiques générales.

1.1.1 Taxonomie et morphologie de C. albicans

Ce microorganisme est classé 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
appelée blastoconidie), la forme pseudo-hyphe et la forme hyphe (Figure 1). La forme levure
est ovoide, mesure de 3 & 10 um de diamétre, se multiplie par bourgeonnement et se présente
généralement sous forme de cellules isolées. Les pseudohyphes résultent d'un allongement
apical des bourgeons qui ne se séparent plus de la cellule mére et conduisent donc a la
formation de chainettes. Les hyphes forment des structures tubulaires, parfois branchées,
constituées d'une suite d'articles mononucléés ; ils s'allongent par I'apex et 'article terminal se

divise par scissiparité quand leur taille a environ doublée (Sudbery et al., 2004).

Exceptionnellement et sous certaines conditions in vitro, C. albicans peut former des
chlamydospores, comme par exemple aprés une culture a faible température dans un milieu
pauvre complémenté d’un détergent (Tween 80) (Figurele). Les chlamydospores sont des
cellules rondes a paroi épaisse et lisse, formées par différents champignons, voire méme des

algues. Chez C. albicans, ou C. tropicalis, elles se forment a I’extrémité 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, sérum).
L’hyphe est générallement précédé par la formation d’un tube germinatif (b).
Sur cette méme photo faite au microscope électronique, on peut voir les
cicatrices laissées par la cellule fille lors de la multiplication cellulaire qui se
fait par bourgeonnement. Plus rarement on rencontre la chlamydospore,
réfringente au bout des hyphes en microscopie optique (e).
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(Hasenclever, 1971). Les mécanismes moléculaires aboutissant a cette forme sont trés mal

connus, de méme que sa fonction et son implication dans la virulence.

D'une maniére plus générale, le basculement d'une forme a l'autre est fortement
dépendant des conditions environnementales (pH, température, présence ou non d'un support,
nature du milieu, Pcoz...), Nous n'avons cependant qu'une maitrise empirique de ces

conditions, les signaux moléculaires exacts restant inconnus.

1.1.2 Génétique de C. albicans

Cette levure est strictement diploide et posséde 8 paires de chromosomes pour un
génome haploide d’environ 16 Mbases. L’important polymorphisme allélique touchant
certains de ses geénes lui permet d’augmenter sa diversité génétique et contribue a son
adaptation a différents environnements et a I’acquisition de résistance aux antifongiques

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

Cette levure a deux particularités génétiques qui feraient aussi partie des mécanismes
qu'elle a développé pour maintenir sa diversité génétique (Odds, 2010), en l'absence de cycle
sexuel complet. Ces particularités sont aussi pour les phylogénéticiens des indices précieux

permettant de retracer son évolution dans le régne des champignons :

- L’usage particulier du codon CUG
Comme d’autres especes du genre Candida phylogénétiquement proches, C. albicans a une
lecture particuliére pour un codon : CUG est traduit en sérine et non en leucine. Ces especes
forment le clade CTG (Figure 2). Ceci semble étre dii a I’apparition d’un nouveau tRNA
serine (tRNAcagSer) chargé dans 97% des cas par une aminoacyl acyl tRNA synthase serine
(SerRS) et dans 3% des cas par la synthase LeuRS. Cette ambiguité ¢largit le protéome et
accroit la diversité phénotypique, en particulier en conditions de stress ou [’ambiguité atteint

5% et permet D’expression de phénotypes mieux adaptés (sécrétion accrue de lipases,



100 I: Candida albicans
100 Candida dubliniensis
Candida tropicalis Diploid

100 Candida parapsilosis
Candida 100 Lodderomyces elongisporus

/ 100 Candida guilliermondii
Debaryomyces hansenii i
CTG : (ﬁ|_|— ryomy Haploid

Candida lusitaniae

100

100 — Saccharomyces cerevisiae

100 Saccharomyces paradoxus
WGD Ll Saccharomyces mikatae
*
100\\ — Saccharomyces bayanus
Candida glabrata
Saccharomyces 100 ~—————————— Saccharomyces castellii

100 Kluyveromyces lactis
| I Ashbya gossypii
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Yarrowia lipolytica
0.1 substitutions per site
—

Figure 2 : Phylogénie de souches de Candida sp pathogénes
parmi des espéces pathogénes ou non-pathogénes (Odds 2010).
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protéases, adhésines et colonisation de 1’hote par exemple). En corollaire, cette évolution a
entrainé la disparition de 99% des codons ancestraux CUG remplacés par un codon synonyme
par mutation du codon CUG, lorsque 1I’ambigiiité ne pouvait étre tolérée (Butler et al., 2009;

Moura et al., 2009).

- Le cycle parasexuel

Sa deuxieéme particularité réside dans le fait qu’elle a un cycle parasexuel : elle peut
conjuguer pour former des tétraploides, mais il n’a jamais été observé de méiose pour le
retour a 1’état diploide. Ce champignon diploide strict peut en effet se croiser puisqu’il existe
deux idiomorphes au locus du signe sexuel, similaires aux génes MATa et MATa de S.
cerevisiae. Ces génes régulent I’identité sexuelle des champignons par des systémes de
régulations transcriptionnelles qui ont par ailleurs divergé non seulement entre C. albicans et
S. cerevisiae mais également au sein du genre Candida (Soll et al., 2009). La plupart des
souches étant hétérozygotes pour le locus du signe, la conjugaison nécessite en premicre étape
de générer des homozygotes pour le signe, et en seconde étape de trouver un partenaire
homozygote de signe opposé. Une étude récente a cependant montré que, tout comme chez le
champignon pathogene Cryptococcus neoformans, des souches de méme signe sexuel chez C.
albicans peuvent parfois se croiser et donc présenter un phénotype homothallique (Alby et al.,
2009; Heitman, 2009). Aprés la conjugaison, le retour a 1’état diploide se fait non pas par
méiose mais par perte chromosomique aléatoire sans production de spores. (Alby et al., 2009;
Heitman, 2009). Ce cycle parasexuel peut tre a I’origine de réarrangements chromosomiques

et générer de nouvelles combinaisons d’alleles (Odds, 2010).
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1.2 Le pathogéne opportuniste C. albicans

1.2.1 De I’état commensal a I’état pathogéne

C. albicans est un microorganisme naturellement présent chez 1’homme (d'Enfert,
2009). La colonisation concerne majoritairement le tractus gastro-intestinal, mais aussi le
tractus génital et/ou la peau. La transmission peut se faire de la mére a I’enfant lors de
I’acquisition de la flore maternelle pendant la période périnatale. La persistance de
commensaux chez ’homme suggere qu’ils possédent un arsenal de molécules dirigées contre
les mécanismes de défenses de 1’hdte aboutissant a un état de tolérance. Lorsque le systéme
immunitaire est affaibli ou que le microbiote est altéré, cet équilibre est rompu et le
commensal devient un pathogeéne opportuniste qui peut alors se développer, envahir 1’hote et

induire la maladie.

1.2.2 Aspects cliniques

C. albicans peut alors étre a 1’origine d’infections de gravité proportionnelle a 1’état

immunologique du patient.

* Candidoses superficielles :

Les candidoses génitales sont fréquentes et touchent 3 femmes sur 4, souvent pendant la
grossesse (Soong & Einarson, 2009). Les muqueuses buccales (muguet du nourrisson) et les
régions humides de I’épiderme (plis, ongles) peuvent aussi étre le siége d’infections
superficielles. Les candidoses oropharyngées représentent la cause d’infection opportuniste la
plus commune chez les sujets immunodéficients et c’est une des premicres manifestations du
SIDA. Ces patients sont prédisposés a des infections chroniques, d’intensité variable et
proportionnelle au développement du SIDA. De plus, le traitement de ces candidoses peut étre
limité par I’apparition de résistances aux antifongiques accentuées par la récurrence de

I’infection (Hamza et al., 2008) et I’obligation d’un traitement préventif en permanence.
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¢ Candidoses systémiques :

Le terme de candidoses systémiques désigne a la fois les candidémies (dissémination
hématogéne objectivée par une hémoculture positive), les candidoses viscérales profondes
ainsi que les candidoses cesophagiennes (Thom & Forrest, 2006). Du fait de leur survenue au
cours du traitement de pathologies lourdes chez des patients fragiles ou immunodéprimés
comme les transplantés, les candidoses profondes se déclarent le plus souvent a I’hopital et
sont donc considérées comme des infections nosocomiales. La mortalité globale varie entre 30
% et 50 %, cependant elle est difficile a évaluer compte tenu de la gravité des pathologies

associées.

1.2.3 Epidémiologie des infections a Candida

Les études épidémiologiques font suite & des questions posées par les cliniciens, telles
que : Quelles sont les sources d’infection ? L’infection est-elle causée par une seule souche ?
Est ce qu’il y a des souches spécifiques d’un degré d’infection ? Pour répondre a ces
questions il existe aujourd’hui des approches fiables pour identifier et comparer les souches

cliniques comme le « MutiLocus Sequence Typing » (MLST) ou l'analyse des microsatellites

(Odds, 2010).

- Epidémiologie de Candida spp
De maniere générale, le recensement mondial des candidoses a montré une
augmentation des candidoses invasives, avec une augmentation des candidoses a Candida spp
non albicans. Cette observation est corrélée a la tolérance €élevée que présentent certaines de
ces nouvelles especes vis-a-vis des antifongiques habituellement utilisés en premiére intention
comme les azolés (voir plus bas) (Concia et al., 2009). La résistance de ces souches aux
antifongiques communs a également été observée en Amérique du Nord et en Europe Centrale

(Sobel, 2006). La prédominance de Candida spp. (C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis et C.
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parapsilosis) s’est faite progressivement. Méme si les candidoses invasives sont toujours
majoritairement provoquées par C. albicans, Candida glabrata est responsable de 15 a 20%
des infections dans le monde (Mean et al., 2008). Le taux d’isolats de C. tropicalis et C.

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

En ce qui concerne les candidémies a Candida spp, des variations non seulement
temporelles mais aussi géographiques ont ¢été observées. Les candidémies a Candida spp
occupent le quatriéme rang des septicémies nosocomiales aux USA et sont le plus souvent

observées chez les patients s¢journant en unités de soins intensifs (Mean et al., 2008).

C. albicans est I’espece la plus souvent isolée dans les candidoses oropharyngées
(84,5%), suivie de C. glabrata (6,8%) et C. krusei (3,4%). Il n’a pas été observé de
différences de la distribution des espéces entre les infections primaires et celles récurrentes
(Hamza et al., 2008). C. dubliniensis, connu pour étre résistant aux azolés, est un pathogéne

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

Pour conclure, si certaines espéces sont plus représentées dans un type de candidose, il
n’a pas ¢t¢ mis en évidence d’espece typiquement virulente ou spécifique d’un type

d’infection.

- Epidémiologie de C. albicans
Des études épidémiologiques plus fines des souches de C. albicans ont été menées par
typage moléculaire de séquences répétées a 1’aide de la sonde Ca3 et ont permis d’identifier 5
clades de C. albicans : goupes I, II, 1II, SA et E (Pujol et al., 2002; Soll & Pujol, 2003). Ces
groupes montrent une spécificité géographique. Le groupe SA est bien représenté en Afrique
du Sud, le groupe E en Europe, le groupe III en Amérique du Nord, et le groupe Il au Canada
en étant totalement absent du sud ouest des Etats-Unis et de I’Amérique du Nord. Les liens

phylogénétiques entre ces clades sont assez bien conservés quand d’autres marqueurs
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polymorphes sont utilisés, ce qui a été interprété comme confirmant la propagation

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

Il existe ainsi chez les souches d’un méme clade des similitudes dans le nombre de
répétition en tandem présentes chez certaines protéines de la paroi, telles que les Als et

Hyr1/1ff (Soll & Pujol, 2003), voir aussi plus loin.

On observe également des spécificités phénotypiques caractéristiques de certains clades.
Le groupe I a par exemple la particularité¢ d’étre majoritairement résistant a la flucytosine

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

En conclusion on remarque que les clades de Candida ont des spécificités
géographiques, génétiques et phénotypiques. Cette capacit¢ de changer en fonction de
I’environnement semble s’exprimer aussi a une plus petite échelle, puisqu’on a remarqué des
microvariations d’une souche colonisant un méme patient. Cela a compliqué ’étude mais
néanmoins il reste admis qu’en cas de candidose un sujet est généralement infecté par une
seule souche commensale. Ces microvariations pourraient résulter de microévolutions
répondant aux différentes niches du corps humain. Le clade I, majoritairement (33%) et
universellement répertorié lors de candidoses, semble étre de ce fait le clade le mieux adapté

en tant que commensal humain.

1.3 Traitement des candidoses : mode d’action des antifongiques et résistances
chez C. albicans

Comparativement aux antibactériens, le nombre de médicaments antifongiques
disponibles est resté limité. Les champignons étant plus proches des cellules humaines que les
bactéries, la possibilit¢é de trouver des cibles spécifiques est réduite. Les cibles des

antifongiques sont essentiellement 1’ergostérol de la membrane plasmique pour les polyénes
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et les azolés, les acides nucléiques pour la 5-flucytosine et la paroi pour les échinocandines.
Le nombre restreint d’antifongiques rend I’émergence de résistances d’autant plus
préoccupante. Le développement de résistances chez C. albicans est un probléme majeur dans
le traitement des candidoses superficielles récidivantes chez les patients atteints de SIDA

(Witzel et al., 2008).

Voici les antifongiques les plus utilisés aujourd’hui :

1.3.1. Les polyenes : amphotéricine B

Les polyéenes sont principalement représentés par 1’amphotéricine B. Elle augmente la
perméabilité de la membrane par formation de complexes avec 1’ergostérol (Holz, 1974). La
membrane devient notamment perméable au potassium, et cette fuite ionique entraine la mort
de la cellule. La résistance a ’amphotéricine B est associée a des mutations de la voie de

synthése de ’ergostérol affectant, entre autres, le géne ERG3 (Young et al., 2003).

1.3.2. Les azolés

Plusieurs générations d’azolés ont ¢ét€¢ mises sur le marché jusqu’aux triazolés présentant
I’avantage d’associer un large spectre d’activité¢ (comparable a celui de I’amphotéricine B) et
une toxicit¢ minimale. Alors que les nouveaux triazolés ont une activité fongicide sur les
champignons filamenteux, ils restent fongistatiques vis-a-vis des levures qui sont considérées
comme « tolérantes » aux azolés car elles survivent a des concentrations supérieures a la

concentration minimale inhibitrice (CMI).

Les azolés agissent en bloquant la biosynthése de I’ergostérol par inhibition de I’enzyme
Ergll. Les azolés favorisent ainsi I’accumulation de métabolites intermédiaires toxiques qui
entrainent la mort de la cellule. Il existe principalement deux mécanismes de résistance de C.

albicans aux azolés : la mutation de la cible entrainant une altération de sa reconnaissance par
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I’azolé, ou I’activation de transporteurs non spécifiques qui sont des pompes a efflux de type

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

1.3.3. Les échinocandines : la caspofungine

Elles agissent sur les levures du genre Candida et les champignons filamenteux du
genre Aspergillus et ont donc un spectre plus étroit que 1’amphotéricine B ou les derniers
triazolés développés. Les échinocandines inhibent la synthése des glucanes de la paroi en
bloquant I’enzyme [ 1-3 D-glucane synthase. Malgré 1’utilisation croissante des
échinocandines, le développement de résistances reste exceptionnel. Des mutants résistants de
S. cerevisiae ont pu €tre obtenus in vitro et ont permis d’identifier plusieurs mécanismes de
résistance qui impliquent les protéines de la voie de la Pkc1-MAP kinase. Certains auteurs ont
décrit un « effet paradoxal » in vitro correspondant a la croissance de souches sensibles de C.
albicans a des concentrations élevées de caspofungine (Stevens et al., 2005). Ce phénomeéne
pourrait étre lié & une augmentation de la synthése de la chitine (Stevens et al., 2006). Les
conséquences in vivo sur I’efficacité d’un traitement semblent négligeables (Clemons et al.,

2006).

2. La paroi de Candida albicans

La surface cellulaire des levures est constituée par une paroi rigide qui joue deux roles
essentiels : maintenir I’intégrité de la cellule et interagir avec 1’environnement, organique ou
inerte. Pour C. albicans, la paroi fait I’objet de nombreuses attentions depuis les derniéres
décennies. La recherche de mot clé comme « albicans » ou « paroi de C. albicans » dans

pubmed (www.pubmed.gov) montre que le nombre total de publications sur ce sujet a
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augmenté considérablement entre les années 2000 et les décennies précédentes (Chaffin,
2008). La disponibilité des séquences, ainsi que les données de puces et de prot€éomiques ont
contribué¢ fortement a 1’augmentation des études sur la paroi soit par des approches globales

soit en ciblant un géne en particulier.

2.1 Organisation de la paroi

Le laboratoire de Frans Klis a mis en évidence les similarités 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). L’intégrité de la paroi est clairement trés importante pour la survie de ces organismes.
Le réseau microfibrillaire de chitine et de glucanes forme un squelette pariétal solide et
protecteur (Figure 3). La concentration des différents composants dépend de facteurs variés
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% a 90% de la paroi de C. albicans).
Trois constituants basiques représentent les polysaccharides principaux de la paroi: les
polymeéres ramifiés de glucoses liés en B-(1,3) et en B-(1,6), les polyméres non-ramifiés de N-
acétylglucosamine contenant des liaisons B-1,4 (chitine), et les polyméres de mannose
(mannane) covalamment associés a un squelette peptidique et liés entre eux par des liaisons o-
(1,2), a-(1,6) et a~(1,3) (Sendid et al., 2009). De plus la paroi contient 6 a 25% de protéines et
1 a 7% de lipides. Les glycoprotéines sont plutot représentées a la surface, ce qui suggere
qu’elles pourraient jouer un rdle important dans les interactions avec 1’environnement.
D’autres composants sont présents comme les sels et les lipides qui a trés faible concentration

sont néanmoins essentiels pour I’intégrité de la paroi.

2.1.1 Le squelette glucidique

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

de cette structure est composé de B-1,3 glucanes qui sont de longs polymeéres dont la synthése
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implique différentes enzymes localisées dans différents compartiments cellulaires, telles que
les protéines Krel ou Bigl (Boone et al., 1991; Umeyama et al., 2006). Les B-1,3 glucanes
sont attachés de fagon covalente a la chitine grace aux B-1,6 glucanes (Lesage & Bussey,
2006). Les liaisons hydrogenes entre les chaines polysaccharidiques vont former des feuillets
antiparalleles. Ce réseau en trois dimensions de microfibrilles va conférer a la paroi sa rigidité
ainsi qu’une forte insolubilité. Chitine et glucanes peuvent parfois se retrouver a la surface,

notamment au niveau de la cicatrice de la cellule mere (Lenardon et al., 2007).

2.1.2 La matrice protéique : les trois classes de protéines pariétales

La matrice protéique est majoritairement composée de protéines glycosylées. Les
protéines pariétales sont de trois classes, les deux premieres font intervenir des liaisons

covalentes, la troisieme classe est attachée par des liaisons non-covalentes :

- La premiere et la plus abondante est liée aux B-1,6-glucanes par une ancre

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

- La deuxiéme classe correspond aux protéines Pir (Proteins with internal

repeats), qui sont liées directement aux B-1,3-glucanes.

Cette petite famille de protéines est liée aux B-1,3-glucanes par une liaison covalente
sensible a 30mM de NaOH (Kapteyn et al., 1999). La nature chimique exacte de cette liaison
reste inconnue. Ces protéines présentent une séquence signal suivie d'un propeptide, puis d'un
site de clivage pour I’endoprotéase Kex2p et enfin d'un domaine C-terminal comprenant 4

résidus cystéines régulierement espacées. Elles sont caractérisées par la présence de

15



Introduction

répétitions en nombre variable de séquences riches en glutamine et de sites de O-

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

Il existe 4 protéines Pirs chez S. cerevisiae : Pirl a Pir4. Grace a une fusion avec une
protéine fluorescente, la protéine Pirl a été localisée dans 1’anneau de division cellulaire et la
région répétée permettrait la liaison avec la paroi (Sumita et al., 2005). La délétion des Pirs
n’est pas létale méme lorsque toutes les protéines sont délétées (le mutant Apirl,2,3,4, est
viable). Les mutants pir- ont un temps de génération plus long d’environ 30%, les colonies
grandissent en amas et sont de taille plus importante et ont une surface irréguliére (Mrsa &
Tanner, 1999). L’¢équipe de Mazan a étudié le phénotype des mutants Apir4 et Apirl,2,3,4 et a
montré qu’un pH faible inhibe partiellement la croissance de Apir4 alors que Apiri,2,3,4 ne
pousse plus (Mazan et al., 2008). A contrario, a pH élevé, ces deux mutants sont résistants
contrairement a la souche sauvage. Les mutants pir sont par ailleurs trés sensibles au
Calcofluor White ainsi qu’aux autres agents perturbant la paroi tels que le sodium dodecyl
sulfate, et la caféine. Une autre ¢tude a montré que le mutant Apirl,2,3,4 avait une paroi
modifiée, contenant moins de B-1,3-glucanes alkali-solubles liant les Pirs a la paroi (Ecker et
al., 2006). Au contraire la paroi est enrichie en chitine alkali-soluble, liée aux GPIp par les -
1,6 glucanes (Kollar et al., 1997). Ce déséquilibre est proportionnel a la quantit¢ de PIR
délétées. Chez S. cerevisiae il a été décrit un mécanisme compensatoire appelé Cell Wall
Integrity signaling pathway (CWI) et résultant de la synthése de chitine et de mannoprotéines
ainsi que de leur liaison mutuelle comme réponse aux dommages ou aux stress de la paroi
(Klis et al., 2006; Levin, 2005). Un ¢lément clé de cette voie est I’activation du complexe
Mpkl et SIt2 (de Nobel et al., 2000). Chez les mutants pir ces protéines sont induites (Mazan
et al., 2008) ce qui indique une activation de la voie CWI. Globalement chez les organismes

qui possedent des Pirs, il a été¢ montré qu’elles contribuent a la solidité de la paroi, la stabilité
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osmotique et qu’elles jouent le role de barriere contre les enzymes antifongiques chez les

plantes.

Chez C. albicans, deux ORF dont les produits de traduction sont semblables a ceux de
ScPIR1 ont ¢été identifiées : IPF15363 avec 42% de similarité et IPF19968 avec 45% de
similarité (elle atteint 65% dans la partie C-terminale). IPF19968 posséde 39 acides aminés de
moins que IPF15363 et différe aussi par une substitution d’un acide aminé. Ces deux Orfs
sont en fait les deux alleles du géne PIRI dans la souche séquencée, ce que confirme la
comparaison des séquences promotrices. Ces protéines sont prédites comme étant fortement
glycosylées et possédent les mémes motifs répétés que Pird de S. cerevisiae. L’all¢le
IPF15363 en a 9 alors que IPF19968 en a seulement 7. Ces protéines sont détectables en
utilisant un antiserum anti Pir2 de S. cerevisiae (Russo et al., 1992). Une autre étude a été
réalisée chez S. cerevisiae en plagant ’ORF IPF15363 étiquetée par un épitope V5 sous le
controle du promoteur ADH. La protéine marquée copurifie (Western-blot) avec la fraction
soluble dans la soude, indiquant que chez S. cerevisiae cette protéine hétérologue est bien li¢e

au B-1,3-glucanes. La souche transformée n’a montré aucun phénotype.

- La troisitme classe de protéines pariétales est fixée par des liaisons non
covalentes aux glycanes de la paroi. Leur nature est trés diverse, certaines correspondent a des
protéines cytoplasmiques abondantes (Hsp70, enzymes glycolytiques) et leur mécanisme
d’arrivée en surface fait I’objet de débats (sécrétion non conventionnelle ou lyse cellulaire?).
Elles peuvent étre distribuées de fagon hétérogene a la surface et entrainent parfois la

formation d’anticorps spécifiques comme I’antigéne Pral (Marcil ef al., 2008).
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2.2 Modifications post-traductionnelles des protéines de paroi

Au cours de leur transit dans I’appareil sécrétoire, les protéines de paroi peuvent subir,
comme les autres protéines secrétées, différents types de modifications post-traductionnelles
qui modifieront leurs propriétés physico-chimiques et affecteront leur fonction. En dehors de
la formation de ponts di-sulfures, nous citerons 1’ajout de groupement sucrés (glycosylation,
mannosylation) ou de glycolipides. Nous détaillerons plus particuliérement ci-dessous ces

deux derniers types de modification.

2.2.1 Glycosylation et mannosylation des protéines de paroi

Les Glycosylations

Il existe deux types de glycosylations. Les protéines N-glycosylées recoivent un
oligosaccharide grace a la liaison entre I’azote du groupement amide de 1’asparagine et la N-
acétylglucosamine. Les protéines O-glycosylées recoivent de courtes chaines de mannoses
grace a une liaison entre le groupe hydroxyle d’une sérine ou d’une thréonine et d’un

mannose€.

La N-glycosylation des protéines est une modification hautement conservée chez

tous les eucaryotes, certains procaryotes et la perte complete de ce mécanisme est 1étale.

Chez les eucaryotes ce processus est catalysé par 1’oligosaccharyltransferase,
localisée dans la membrane du réticulum endoplasmique (RE). Ce complexe enzymatique
reconnait le tripeptide Asn-X-Ser/Thr (X=n’importe quel acide aminé excepté la proline) sur
le polypeptide en cours de translocation dans le RE et catalyse le transfert de
I’oligosaccharide Glc3Man9GIlcNAc?2 sur I’asparagine. Ce noyau sucré une fois transféré sur

la protéine est remanié¢ par les glucosidases I et II lors de la vérification de la qualité¢ du
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repliement de la protéine sécrétée. Les protéines correctement repliées poursuivent alors leur
transit vers ’appareil de Golgi ou la glycosylation est modifiée par 1’addition de longues

ramifications de mannose (Franzusoff & Schekman, 1989).

La O-glycosylation commence dans le RE, ou les mannosyltransferases (Pmt)
transférent le mannose d’un groupe dolichol-phosphate-mannose a une sérine ou une
thréonine, et se poursuit dans le Golgi ou d’autres mannosyltransférases (Mnt) étendent les
chaines de mannose. Chez C. albicans il existe 5 isoformes de Pmt (Pmt1, Pmt2, Pmt4, Pmt5
et Pmt6). Les mutants knock-out ont pu étre obtenu sauf pour le géne PMT2 qui est essentiel.
Tous les autres mutants pm¢ ont montré une hypersensibilité a différents degrés pour des
antifongiques et des agents perturbant la paroi. La composition de la paroi est
considérablement affectée chez les mutants pmt¢l et pmt4 qui présentent une forte diminution
du nombre de mannoprotéines pariétales. Le mutant pmt4 a montré une morphogenése en
hyphe défectueuse seulement en condition aérobie. Alors qu’en condition hypoxique cette
morphogenese est plus importante que dans la souche sauvage ce qui suggere que Pmt4
jouerait un rdle spécifique d’un environnement dans la voie de signalisation de la
morphogenese. Par ailleurs, dans un modele d’infection disséminée chez la souris PMT4 est
nécessaire a la virulence de C. albicans (Prill ef al., 2005). Le mutant pmt5 n’a pas montré de
phénotype bien que PMT5 soit transcrit dans ces conditions. L importance des isoformes Pmt
dépend de leurs niches qui est spécifique (Rouabhia ef al., 2005).

Les protéines membranaires ou secrétées, N glycosylées, ou ancrées GPI peuvent étre
O-glycosylées avec des oligosaccharides contenant jusqu’a 7 mannoses liés a une sérine ou
une thréonine chez C. albicans (Hayette et al., 1992). Chez S. cerevisiae et C. albicans, les
mannoses sont ajoutés en nombre variable selon les protéines. La raison des différences de

glycosylation est encore méconnue, elle pourrait refléter ’accessibilité des substrats aux sites
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catalytiques des mannosyltransférases (Petrescu et al., 2004). Parfois I’addition de mannoses
s’accompagne d’ajout de phosphates qui apportent une charge négative a la paroi, changeant
ainsi les propriétés de surface (Jigami & Odani, 1999).

Les mannanes ont des roles important dans 1’intégrit¢ de la paroi, 1’adhésion aux
cellules et tissus de 1’hdte, la virulence, et 1’établissement de la réponse 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-liés de C. albicans et S. cerevisiae présentent des caractéristiques
spécifiques 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 était initialement considérée comme essentiellement
structurale puisque ces liaisons donnent aux protéines une conformation plus étendue (Jentoft,
1990), et la délétion des domaines riches en Ser/Thr de différentes enzymes n’affecte pas leur
activité catalytique (Gatti et al., 1994). D’autres fonctions de nature tres variées ont cependant
été associées a la O-glycosylation (Ecker et al., 2003; Proszynski et al., 2004). Chez S.
cerevisiae, elle semble étre impliquée dans la réponse aux stress osmotique et oxydatif (Odani
et al., 1997) et elle a été décrite comme nécessaire au maintien de 1’intégrité de la paroi et au
bourgeonnement (Strahl-Bolsinger et al., 1999; Strahl-Bolsinger & Scheinost, 1999). Chez C.
albicans, I'inactivation des génes PMTI ou PMT6 affecte significativement la transition
dimorphique, la résistance aux antifongiques et finalement la virulence en modé¢le souris
(Ernst & Prill, 2001). Il a ét¢ récemment démontré que les N- et O-glycosylations sont des
facteurs clés pour limiter la phagocytose de C. albicans par les macrophages et ainsi faciliter
le franchissement de la premicre ligne de défense de 1’hdte (McKenzie ef al., 2010), voir

paragraphe 3.1.2.
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Les p-mannosylations

Suzuki et al. ont été les premiers a démontrer que C. albicans posséde des B-(1,2)-
mannanes (B-Man) (Dean, 1999; Shibata et al., 1985). Pendant I’infection, ces B-(1,2)-
mannanes jouent un role important dans les interactions hote/pathogeéne en interagissant avec
des protéines de surface de I'hote comme la galectine (Fradin et al., 2000; Kohatsu et al.,
2006) et en interférant avec la réponse immunitaire. S. cerevisiae ne possede pas de mannoses
liés en B-(1,2), par contre il a été retrouvé des -Mans dans la levure non pathogeéne Pichia
pastoris. A I’aide d’analyses in silico, une famille de 4 génes a ¢été identifié comme étant
impliquée dans le transfert des B-mannoses chez P. pastoris (Vinogradov et al., 2000), 9
homologues ont ¢été identifiés chez C. albicans alors qu’aucun n’a été retrouvé chez S.
cerevisiae (Mille et al., 2008). La délétion de ces geénes a révélé différents phénotypes
immunochimiques confirmant leur implication dans I’expression des épitopes f-Man de paroi.
Les analyses biochimiques et structurelles de ces mutants ont permis de préciser leur réle dans
la biogenese de la B-mannosylation chez P. pastoris et C. albicans. (Mille et al., 2008). Les [-
(1,2) mannanes sont associés au phosphopeptidomannane (PPM) et au phospholipomannane
(PLM) (Trinel et al., 1993; Trinel et al., 2002). Les PLM sont localisés dans la paroi (Poulain
et al., 2002) et se caractérisent par une forte mannosylation ainsi que par 1’addition de
mannose-phosphate au lieu d’inositol-phosphate comme chez les champignons. Ces
spécificités conferent aux PLM des propriétés physico-chimiques et immunomodulatrices
particuliéres. Elles en font aussi de bons identifiants sérotypiques (Ibata-Ombetta et al.,

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

2.2.2 Addition d’une ancre GPI aux protéines de paroi

En 1976, il a été identifié une nouvelle phospholipase chez Bacillus cereus : la

phosphatidylinositiol phospholipase C (PI-PLC). Elle était capable de relarguer de la surface
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cellulaire des érythrocytes des phosphatases alcalines, et aussi différentes protéines dont des
5’-nucléotidases et des acétylcholinesterases (Ikezawa et al., 1976). Cela suggérait que ces
protéines ¢étaient covalamment attachées a la membrane cellulaire via un groupement
phosphatidylinositol. En 1985, les composants structuraux carboxy-terminaux de 2 protéines
de surfaces eucaryotes ont été identifies (Williams et al., 1985), ce qui correspondait

quasiment a la structure générale de I’ancre GPI telle que nous la connaissons aujourd’hui.

Synthése de ’ancre

Tous les eucaryotes sont capables de modifier certaines protéines sécrétées par I'ajout
d'une ancre GPI. Ce glycolipide est synthétisé par une voie globalement trés conservée
comme le démontre la possibilité de complémenter des souches de S. cerevisiae délétées pour

un des geénes de la voie par 1'expression d'orthologues humains (Kang et al., 2005).

La synthése commence a partir d’un groupement phosphatidylinositol (PI) (Figure 4)
contenant un acide gras insaturé et enchassé dans la membrane du RE. L’ancre GPI est
synthétisée par addition séquentielle. Au moins 11 réactions sont nécessaires pour générer
I’ancre GPI avant ’attachement de la protéine. La voie de biosynthése est initiée du coté
cytoplasmique de la membrane du RE par transfert d’une N-acétylglucosamine (GIcNAc) au
PI (étape 1) a partir d’un UDP-GLcNAc générant un GIcNAc-PI (étape 2). Celui-ci est ensuite
transloqué dans le lumen du RE (étape 3) ou il est acétylé (étape 4), mannosylé et modifi¢ par
les phophoéthanolamines (étapes 5 a 10). L’ancre GPI nouvellement synthétisée est accrochée
par son éthanolamine postraductionnellement a la protéine transloquée dans le RE et
possédant un site d’ancrage (étape 11). Toutes ces étapes sont catalysées par des enzymes

répertoriées dans le tableau de la Figure 4.

La plupart des génes codant les enzymes impliquées dans ces différentes étapes sont

essentiels chez S. cerevisiae : I'ancrage GPI de certaines protéines au moins semble donc
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Figure 4 : Schéma général des différentes étapes impliquées dans la synthése et la
fixation de ’ancre GPI sur les protéines des levures et des mammiféres (Orlean et al.,
2007). Les enzymes catalysant ces réactions de 1 a 11 sont identifiées dans le tableau. Les
étapes p concernent les modifications post ancrage GPI.
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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). 1l en va de méme pour certains protozoaires
(Ilgoutz et al., 1999), mais de facon surprenante la délétion des genes de la voie ne conduit
pas a un défaut phénotypique fort en cellules animales. On notera cependant qu'une délétion

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

Structure de I’ancre GPI

La partie carboxy-terminale de la protéine est liée a un cceur glycanique par un
groupement phosphoéthanolamine (Figure 5). Ce cceur est composé de 3 mannoses, d’un
groupement N-acétyl glucosamine, et d’un résidu inositol. Il est fortement conservé chez les
mammiferes, les protozoaires et les levures. Une queue phospholipidique attache ’ancre GPI
a la membrane cellulaire. Le cceur glycanique peut étre ramifié de facon variable selon les
organismes. Chez S. cerevisiae, il peut y avoir ajout de groupement phosphoéthanolamine et

de mannoses.

Fonction de ’ancre GPI

Un défaut dans la biosynthése de 1’ancre est parfois 1étal pour les levures (Leidich et
al., 1994). L’importance de I’ancre dans la fonction de la protéine est trés généralement
méconnue. Le simple fait de posséder une ancre GPI peut avoir des conséquences sur la
fonctionnalité de la protéine puisqu’elle peut affecter sa conformation. L’ancrage lipidique
permet une association éventuelle aux radeaux lipidiques et donc une fonction putative dans la
transduction du signal (Munro, 2003; Rajendran & Simons, 2005; Simons & Gruenberg,
2000). Le seul role confirmé est de permettre I’attachement stable et résistant aux protéases et
lipases extracellulaires. D’une fagon générale cependant, la signification physiologique des
ancres GPI reste mystérieuse : elles pourraient pourrait jouer un rdle précis chez certaines

voire chez toutes les protéines ou n’étre au contraire qu’un vestige structural.
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Figure 5 : Structure de I’ancre GPI. Le cceur est commun a tous les
eucaryotes. Les chaines latérales supplémentaires en orange sont
spécifiques de S. cerevisiae. EtN : éthanolamine; GlcN : glucosamine; Ins :
inositol; Man : mannose; P : groupement phosphate.
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Caractéristiques des protéines a ancre GPI

La séquence en acides aminés des protéines a ancre GPI présente trois caractéristiques

(Figure 6) :

* un peptide N-terminal pour 1’envoi vers le réticulum endoplasmique,

* un signal d’ancrage GPI formé d’une région linker flexible d’environ 10 acides aminés
polaires (0-10 a ®-1), d’un acide aminé o (G, A, S, N, D ou C) qui détermine le site
de clivage de la protéine puis son attachement a I’ancre, 1’acide aminé w+2 (le plus
souvent G, A, ou S), une région espaceur d’acides aminés polaires (0+3 & ©+9 ou
plus),

¢ et un peptide C-terminal hydrophobe de longueur variable pour I’ancrage transitoire
dans la membrane du réticulum (Eisenhaber ez al., 2004).

Comme on le verra plus bas, la séquence signal, le domaine transmembranaire et le site ® sont

utilisés pour identifier ces protéines a partir des génomes séquences.

Généralement, la protéine contient également une région riche en sérines et thréonines, lieu de

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

Localisation des protéines a ancre GPI.

Les protéines a ancre GPI ont été localisées dans la membrane plasmique ou dans la
paroi. Et certaines semblent avoir une localisation ubiquitaire. Donc aujourd’hui encore la
localisation précise de ces protéines est dans la plupart des cas toujours inconnue ou fait
débat : restent-t-elles attachées a la membrane plasmique ou sont-elles toutes envoyées a la
paroi ? Par exemple, Ecm33 a été localisée dans la membrane (Cabezon et al., 2009) et la
paroi (De Groot et al., 2003). Cette protéine pourrait €tre soit en transit, soit partager sa

distribution entre les deux localisations. De plus, Sap9 et Sap10 ont également été visualisées
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Figure 6 : Schématisation des motifs de prédiction d’un ancrage GPI sur la séquence
primaire des protéines a ancre GPI (d’aprés B. Eisenhaber et al., 2003) :

- la séquence signal N-terminale d'export de la protéine vers le réticulum endoplasmique,

-la séquence signal C-terminale de reconnaissance par la transamidase, avec ses 4 régions
(notéesiaiv):

(1) un linker : région flexible et polaire de 11 résidus m-11a 1,

(i1) I'acide aminé o sur lequel I'ancre GPI est fixée, suivi de l'acide aminé w+1 qui
peut-Etre n'importe quel acide aminé a 1'exception de la proline et du tryptophane ; puis
l'acide aminé doit avoir également une petite chaine latérale,

(ii1) un spacer : 5 a 7 acides aminés hydrophiles (0+3 ...®+9),

(iv) un segment hydrophobe qui se poursuit jusqu’a la fin de la séquence et qui
permet I’ancrage transitoire a la membrane du RE.
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par marquage a deux localisations, Sap9 se trouvant majoritairement dans la membrane
(Albrecht et al., 2006; Cabezon et al., 2009). Cette double localisation pourrait étre assez
générale et expliquer les discordances entre les nombres de protéines pariétales rapportés par
différents auteurs. Il a été proposé que la nature des acides aminés situés immédiatement en
amont du site ® puissent spécifier, chez S. cerevisiae, la localisation des protéines a ancre
GPI : une paire d’acides aminés basiques favoriseraient un ancrage membranaire (Frieman
and Cormack, 2003). Cette régle semble s’appliquer partiellement chez C. albicans, puisque
9/12 des protéines a ancre GPI isolées par P. de Groot et al. a partir de fractions pariétales
hautement purifiées ne portaient pas d’acides aminés dibasiques en amont du site ® (De Groot
et al., 2003). Il n’est donc pas possible actuellement de prédire in silico avec certitude la

localisation des protéines a ancre GPI.

3 La paroi et les interactions hote-pathogéne

3.1 Les défenses de I’hote.

L’invasion de I’h6te par un microorganisme déclenche les défenses du systeme
immunitaire inné par des molécules conservées a la surface des pathogenes, les PAMPs
(Pathogen-Associated Molecular Pattern). Ces PAMPs sont identifiées grace aux récepteurs
PRR (Pattern Recognition Receptors) présents a la surface des cellules de la réponse innée.
L’immunité innée est une réponse constitutive dont I’action est immédiate. Bien qu’elle soit
indispensable pour mener a bien une premiere défense et a 1’origine de la réponse immune
adaptative, elle n’est pas toujours suffisante pour éradiquer le pathogéne. L’immunité
adaptative est quant a elle spécifique et fait appel a I’éducation de cellules spécialisées du

systéme immunitaire.
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3.1.1 Les barriéeres naturelles

Les cellules constitutives des muqueuses ¢€pithéliales du systéme respiratoire, gastro-
intestinal et génito-urinaire sont les premicres barriéres physiques que va rencontrer C.
albicans lors d’infections. Si le pathogene réussit a franchir ce premier obstacle, une fois dans
le systéme sanguin, il pourra envahir les organes profonds aprés avoir adhéré aux cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins et les avoirs pénétrer. La dissémination sous épithéliale

est la premicre étape de I’infection et permet la rencontre avec les macrophages tissulaires.

3.1.2 La réponse immunitaire innée

L’immunité innée est un mécanisme de défense non spécifique. Cette immunité est la
réponse initiale de I’hote pour éliminer le microorganisme et prévenir [’infection.
Contrairement a I’immunité adaptative, I’immunité innée ne reconnait pas des antigénes mais
reconnait des molécules non présentent chez les mammiferes : les Pathogen-Associated
Molecular Patterns ou PAMPs. La plupart des cellules de défense de 1’hote possedent des
Pathogen-Recognition Receptors ou PRR qui vont reconnaitrent ces PAMPs et induire une
réponse immédiate.

Parmi les cellules de défense de 1’hote, 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 représentent une premicre ligne de défense de
I’hote. Elles contrdlent la propagation du pathogene par inhibition de sa croissance ou en
¢liminant. Ces cellules sont disponibles trés rapidement et en grand nombre sur le site de

I’infection. Quand un phagocyte détecte la présence d’un pathogéne, se met en place un
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processus d’adhérence qui peut étre favorisé par des opsonines. La phagocytose est réalisée
apres fixation du microbe sur le phagocyte. La cellule engouffre le microbe dans des vésicules
qui apres fusion forment le phagosome. Ce compartiment devient mature en fusionnant avec
des lysosomes créant ainsi un phagolysosome, un organelle a pH acide rempli de composés
antimicrobiens. Dans ces phagolysosomes, les pathogénes sont tués par 1’action combinée de
mécanismes de destructions oxydatifs et non-oxydatifs (Nathan, 2006a; Nathan, 2006b). Les
mécanismes oxydatifs impliquent la production d’intermédiaires d’oxygéne actif, ROI
(Reactive Oxygen Intermediate), et d’oxyde nitrique (NO), toxiques pour les pathogeénes dont
C. albicans (Fang, 2004; Marodi et al., 1991). Les phagocytes sont également doués d’activité
lytique intracellulaire et extracellulaire permettant la destruction du pathogéne; ces
mécanismes non-oxydatifs peuvent étre renforcés par 1’action de peptides antifongiques tels
que les défensines (Tran et al., 2002).

La réponse immunitaire innée est modulée par des cytokines qui fonctionnent comme

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

- celles qui régulent la réponse innée,

- celles qui régulent la réponse adaptative

- celles qui stimulent I’hématopoiese.

La premicre classe est produite par les mononucléaires, les cellules dendritiques, les
lymphocytes T, les cellules NK, les cellules endothéliales et les cellules épithéliales des
muqueuses. Elles sont produites en réponse a une reconnaissance d’un 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-liés ainsi que les B-glucanes représentent les principaux PAMPs reconnus
par le systéeme immunitaire (Brown & Gordon, 2001; Gow et al., 2007; Netea et al., 2006).

La présence de composés mannosylés est importante pour la production de cytokines
par les cellules de I'immunité innée (Netea et al., 2006). Le phosphopeptidomannane ou
mannane est reconnu par les macrophages par différents PRRs dont le complexe TLR4/CD14
(Tada et al., 2002). Cela entraine la production de cytokines (TNFa, IL-17) (Rizetto et al.,

2010).

Certains motifs du mannane, les B-Mans, définissent les sérotypes de C. albicans
(Suzuki, 2002). Le systeme immunitaire des mammiferes réagit spécifiquement aux B-Mans
qui exhibent une conformation spatiale unique (Nitz et al., 2002). Les B-Mans ont été
identifiés comme des antigénes potentiels de la réponse immunitaire adaptative et pour
induire des anticorps protecteurs (Han et al., 1997; Xin et al., 2008). Leurs roles dans la
virulence a ¢été suggérée car l’administration orale de B-Mans synthétiques inhibe la
colonisation par C. albicans du tractus intestinal d’un souriceau nouveau-né (Dromer et al.,

2002).

Le phospholipomannane ou PLM (Trinel et al., 1993 ; Trinel et al., 1999) un
glycolipide présent au sein de la paroi de la levure stimule diverses voies de signalisation de
I’héte. 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 TNFoa (Jouault et al., 1994 ; Jouault et al., 1998) et dérégule la cellule

conduisant a 1I’échappement de la levure a la phagocytose (Ibata-Ombetta et al., 2003).
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Les B-glucanes représentent environ 60% de la paroi de C. albicans. 1ls 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). Expérimentalement, il a ét¢ montré que ce
composant de la paroi jouerait un role important dans la phagocytose par les neutrophiles. En
effet des billes enrobées de B-(1,6)-glucane peuvent étre phagocytées (Rubin-Bejerano et al.,
2007) et inversement, des levures préalablement traitées par une B-glucanase sont moins bien

phagocytées.

En plus des mannoprotéines, mannanes, et B-glucanes, d’autres structures peuvent
étre reconnues comme PAMP fongique. La chitine induit le recrutement des cellules
immunitaires qui secrctent les 1L4 et IL13 (van der Graaf et al., 2005). Peu de choses sont
connues sur la voie de reconnaissance et le réle de la chitine dans I’infection. Aucun récepteur

de chitine n’a encore été décrit.

Les PRRs

Les PRRs sont portés par différents acteurs de I’immunité innée : les monocytes et les
neutrophiles, les macrophages tissulaires et les cellules dendritiques. Les monocytes
expriment a leur surface plus fortement les Toll-Like Receptor (TLR) et plus modérément les
Lectin Receptors (LR) (Netea et al., 2004). Apres différenciation en macrophages, ils gardent
leur niveau d’expression des TLR mais surexpriment les LR. Les neutrophiles a I’inverse
expriment modérément les TLR, alors qu’ils expriment fortement les récepteurs
phagocytiques (CR3 et FcyR) (Levitz, 2010). Les macrophages portent des récepteurs au
mannosides (MR) (Wileman et al., 1986). La reconnaissance se fait par les MR, les TLR4 et

les DC-SIGN, ce qui entraine la production de cytokines (Tada et al., 2002). Les PAMPs
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activent les PRRs qui via des molécules de signalisation présentes dans le cytoplasme initient
une réponse pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire.

Les TLR2 et les TLR4 sont impliqués dans I’induction de la production de cytokines
pro-inflammatoires responsables de la protection de I’hote (Villamon et al., 2004 ; Netea et
al., 2008). Cependant des données ont montrés que les TLR peuvent aussi permettre a certains
microorganismes d’échapper au systétme immunitaire par induction de cytokines anti-
inflammatoires via le TLR-2. Pour les levures, les TLR-2 et TLR-4 jouent un rdle important

dans la reconnaissance hdte-pathogeéne ainsi que dans le développement de 1’infection.

Le TLR-4 associé¢ 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 réponse aux [-glucanes pariétaux de C. albicans (Brown, 2006), il en est de méme avec la

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

La réponse des TLRs est variable selon la morphologie de C. albicans (Van der Graaf
et al., 2005). Cela pourrait €tre li¢ au fait que la structure ou la présentation des mannanes

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

La réponse intégrée compléte contre un pathogéne spécifique dépend de la mosaique
de PRRs et des complexes de récepteurs qui sont engagés. La co-stimulation via de multiples
interactions PAMPs-PRRs peut augmenter a la fois la sensibilité et la spécificité du procédé

de reconnaissance immunitaire.
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3.2. Modeéles de ’interaction

Différents modeles d’interaction ont été développés pour étudier la virulence de C.
albicans. Ce pathogéne opportuniste peut coloniser différents environnement du corps humain
c’est pourquoi différents types cellulaires sont utilisés pour ¢étudier une interaction
particuliére. Il existe des cellules épithéliales des muqueuses humaines telles que les cellules
épithéliales buccales (BEC), les cellules cesophagiennes (HET1-A) (Bernhardt et al., 2001) ou
les cellules épithéliales vaginale A431 (Hernandez et al., 2009) ou carcinomique du col de la
lignée HeLa. Les BEC ont été utilis€é pour montré le défaut d’adhérence du mutant als3/als3
(Zhao et al., 2004). 11 existe des modeles d’épithélium plus réalistes, tels que les modéles
d’épithélium humain reconstitué (RHE) oral ou vaginal, couramment utilisés pour étudier la
formation du biofilm, la filamentation et I’invasion cellulaire, ou encore les 1ésions cellulaires
tel qu’il a ét¢ mis en ceuvre pour étudier les genes ALS (Zhao et al., 2007), SAP9 et SAP10
(Albrecht et al., 2006). Pour ces mémes études d’autres types cellulaires sont utilisés tels que
les cellules endothéliales, les entérocytes (Dalle ef al., 2010) ou les cellules Caco-2 (Saegusa
et al.,2004).

La virulence peut également étre étudier in vivo comme cela a été le cas du géne RBT
et RBT5 qui ont été étudiés dans un modele d’infection localisé de cornée de lapin et de souris
(Braun et al., 2000). En complément de ce type de test, la filamentation, I’invasion tissulaire

et la dissémination peuvent étre étudi¢ dans un modele murin d’infection systémique.

Tous ces modeles fournissent individuellement des données qui ne sont que trés
partiellement représentatives des fonctions testées. Si la souris reste par exemple le modele
animal le plus utilisé, il faut noter que C. albicans n’est pas un composant normal de la flore
des souris: la colonisation des souris par Candida est difficile a cause du systéme

immunitaire, de la barriére épithéliale et du microbiote. Cependant il est possible d’établir une
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infection du tractus digestif (Mathews & Witek-Janusek, 2002) chez le souriceau nouveau-né
en inoculant de fortes concentrations microbiennes. Cette colonisation peut &tre couplée
ensuite a 1’administration de deux types de molécules : celles qui altéreront 1’épithélium
intestinal d’une part et d’autre part celles qui induiront la neutropénie nécessaire au
développement de D’infection systémique. Ce traitement n’est pas nécessaire chez les
souriceaux nouveau-nés monoxéniques pour C. albicans. D’autres modeles de candidoses
orales, cesophagiennes et de ’intestin ont été¢ développés chez le rat, le lapin, le porc et le
hamster pour évaluer des traitements en chimiothérapie ou pour déterminer les facteurs de
pathogénie. L’étude de la réponse immunitaire se fait trés majoritairement dans le modéle
murin. Les modéles de candidoses vaginales (Fidel, 2002) requic¢rent que I’animal (rat, souris
ou primate) soit dans un état de pseudooestrus au moment de I’inoculation pour avoir une
infection persistante. L’animal est donc hormonalement traité au préalable. Au dela des
différences observées au niveau du systeme immunitaire et des symptomes, ici se pose le
probléme d’une différence de pH de I’environnement vaginal et dont on ne connait pas
véritablement les effets.

Donc conventionnellement les tests in vivo permettant d’étudier la pathogénie relative
entre les souches mutantes et sauvages sont réalisés chez des espeéces mammiferes (Navarro-
Garcia et al., 2001). Ces tests ont permis de comprendre les mécanismes immunitaires
impliqués dans la réponse de 1I’hdte face aux pathogenes fongiques, cependant ils sont
colteux, long, et nécessite également un suivi régulier et minutieux des animaux infectés.
C’est pourquoi, pour ¢étudier la réponse immunitaire, des modeles insectes ont également été
développés car ils demandent moins de moyens et sont éthiquement plus tolérables. La
drosophile est par exemple intéressante car elle posséde des cellules phagocytaires circulantes
et donc est plus fidéle au modéle mammifere. Chez sa larve, les plasmatocytes représentent

95% des hémocytes et sont des phagocytes actifs. A ce systéme immunitaire cellulaire,
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s’ajoute une réponse humorale telle que la sécrétion de peptides antimicrobiens dans
I’hémolymphe. La larve de Galleria mellonella est également un modele admis pour étudier
la réponse de I’hdte (Bergin ef al., 2006; Mowlds et al., 2010), de méme que Caenorhabditis
elegans (Breger et al., 2007). Il semble préférable de combiner différents modéles pour
gommer les biais que chacun présente et avoir une vision plus juste de ce qui se passe dans la

réalité (Lohse & Johnson, 2008).

3.3 Analyse des facteurs de virulence

Les facteurs de virulence sont tous les ¢léments du pathogéne qui participent a sa
capacité a infecter et a provoquer une maladie dans une espéce donnée. Ces facteurs sont tres
divers : l'existence d'un ou plusieurs facteurs de virulence dans un germe conditionne son
pouvoir pathogeéne (dose nécessaire pour provoquer une infection, capacité a provoquer une
maladie chez un adulte sain ou en présence de conditions favorisantes...).

La définition d’un facteur de virulence chez le pathogéne opportuniste C. albicans
n’est pas simple puisqu’on ne sait toujours pas si c’est sa facult¢ d’adaptation qui crée
I’infection (Casadevall & Pirofski, 2001). Les facteurs de virulence chez C. albicans sont
complexes, et comme démontré par les profils transcriptomiques, différents facteurs de
virulence peuvent agir dans un méme organisme mais spécifiquement d’une partie
anatomique (Andes et al., 2005; Fradin & Hube, 2003; Fradin et al., 2003; Fradin ef al., 2005;
Garaizar et al., 2006). Des protéines ont été identifiés comme jouant un role important dans la
virulence : les SAP (secreted aspartyl proteinases), les LIPS (secreted lipases), les PLBs
(phospholipase B) et les adhésines comme les Als ou Hwpl (Brown et al., 2007). Les
protéines de C. albicans impliquées dans I’infection de I’hote sont décrites dans la revue de
Tongchusak et al. (Tongchusak et al., 2008). Fu et al. ont souligné I’importance de tester les

facteurs de virulence dans différents modeles car leur role semble 1i¢ a une niche écologique
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particuliére (Fu et al., 1998). Comme nous 1’avons vu dans le paragraphe « les barrieres
naturelles », I’interaction avec 1’épithélium est un facteur de virulence important et initiateur
de I’infection. La premicre étape est 1’adhérence aux cellules de I’héte. Plusieurs molécules
d’adhérence ont été rapportées dans la littérature. Bien que les mannanes et la chitine jouent
un réle dans I’adhérence, les mannoprotéines semblent trés importantes (Als, Hwpl, Eapl).
Les filaments vont ensuite pénétrer de fagon intra ou inter cellulaire, par un mécanisme direct
par exemple en protéolysant les E-cadhérines des jonctions intercellulaires (a 1’aide des Saps)
ou les cellules elles-mémes (Frank et al., 2007). Elles peuvent aussi entrer de manicre
indirecte dans les cellules suite a I’induction de I’endocytose. Le mécanisme de

reconnaissances ¢€liciteurs-récepteurs est encore mal connu.

4. Les grandes familles de protéines a ancre GPI et les interactions
hote/pathogene.

S’appuyant sur les caractéristiques des protéines a ancre GPI (GPIp) décrites plus
haut, plusieurs laboratoires ont développé des algorithmes pour prédire ces protéines. Une
¢tude menée par notre équipe a sélectionné 115 protéines a ancre GPI comme étant les plus
probables (Plaine et al., 2008; Richard & Plaine, 2007). Ces protéines ont été extraites de trois
listes parues dans la littérature (De Groot et al., 2003; Eisenhaber et al., 2004; Garcera et al.,
2003). Il y en a 70 communes a toutes les analyses, 6 communes a I’étude de de Groot et
Eisenhaber, les autres proviennent d’une seule étude seulement. Depuis d’autres algorithmes

ont été développé comme PredGPI (Pierleoni et al., 2008).

La conclusion commune de toutes ces études est que les protéines a ancre GPI sont
sur-représentées dans le génome de C. albicans par rapport S. cerevisiae. Ce sont donc des

candidats de choix pour représenter des facteurs de virulence. Comme on le verra plus bas,
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plusieurs protéines a ancre GPI semblent effectivement jouer un role dans les interactions

hote-pathogene (Tableau 1), mais la fonction de la plupart d’entre elles reste inconnue.

Virulence en

Fonction modele
putative | Protéine | Paroi/Fonction | murin ou Morphogenése | Expression | Références
tissulaire in
vitro
Atténuée en Délais de ' Zhao et al.,
Alsl Adhérence modéle filamentation Induit par 2004
Adhésine réduite murin et Biofilm diminue | 2iOfim Kamai et al.,
RHE 2002
Induit par
Al Homozygote faible Zhao et al.,
Adhésine non viable concentration | 2005
en fer
Atténuée en . 1
Adhérence modéle . .., | Induit dans Zhao et al.,
Adhésine Als3 réduite murin et Biofilm diminué I’hyphe 2004
RHE
Alsd Adhérence Délais de Zhao et al.,
Adhésine réduite filamentation 2007
Als5 Adhérence Zhao et al.,
Adhésine augmentée 2007
Als6 Adhérence Induit par Zhao et al.,
Adhésine augmentée macrophages | 2007
Als7 Adhérence Zhao et al.,
Adhésine augmentée 2007
Als9 Adhérence Zhao et al.,
Adhésine diminuée 2007
Induit par
Résistance I’hyphe, Bailey et al.,
o Hyrl aux macrophages | 1996
' macrophages Réprimé par | Luo et al., 2010
neutrophils
, Kempfet al.,
ﬁlﬁl;:rence des Atténuée en 2007
0 Iff4 o modéle Kempf ez al.,
' g.errplne'ltlfs murin 2009
diminuce Fu et al., 2008
Attél}uée en Bates et al.,
9 Iff11 modele 2007
murin
Atténuée
dans cprnée Indl}it parle | g era .
9 Rbtl de lapm eten mating, pH 2000
modele alcalin
murin.
Induit par
Liaison de | Rbt5 serum, ZBSSEH etal,
I’héme mlheu
Spider, fer
Sensibilité au Diminution Bourgeonnement | Induit en Albrecht et al.,
Protéinase Sap9 CFW, Congo sur RHE al}orma} phase 2006
red Séparation
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Chitine cellulaire stationnaire,
augmentée affectée antifongiques
Adhérence aux
BECs
augmentée
B t .
ar:)(;lrl;glz?nnemen Induit par
Sap10 Diminution Séparation une faible Albrecht et al.,
Protéinase P sur RHE parat concentration | 2006
cellulaire
, en fer
affectée

Tableau 1 : Quelques protéines a ancre GPI : fonction étudiée dans un mutant

homozygote et expression.

La disponibilit¢ de la séquence génomique de C. albicans a permis de rechercher
systématiquement non seulement I’ensemble des protéines a ancre GPI putatives, mais aussi
d’examiner leurs relations de paralogie au sein du génome. On a ainsi pu identifier des
familles de protéines, dans lesquelles sont réparties pres de la moitié¢ de ces GPIp putatives.
Le nombre de protéines dans ces familles varie entre 2 et 12 (Richard & Plaine, 2007). Nous
examinerons successivement la famille Als (8 protéines) puis deux genes RBT et enfin 2
protéines Sap. Ce sont les protéines a ancre GPI des familles les mieux décrites jusqu’a
présent. Nous terminerons par la famille /FF (IPF family file F), composée des homologues
du géne HYRI, nommés [FF1 a IFF11. Avec ses 12 membres, c’est la plus grande famille des

protéines a ancre GPI chez C. albicans et c’est aussi I’'une des plus mal connues.

4. 1 La famille ALS

La famille des Agglutinin Like Sequences (ALS) est composée de 8 genes codant 8
glycoprotéines de surface de grande taille : Alsl a Als7 et Als9 (Hoyer, 2001; Hoyer et al.,
2001).

Flles ont 3 domaines conserveés :
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* un domaine N terminal semblable aux domaines des immunoglobulines ou aux

lectines et qui porterait la fonction d’adhérence.

* un domaine central constitué de répétitions en tandem d’une séquence conservée
de 36 acides aminés riche en thréonines. Ces répétitions varient en nombre chez
différents isolats de C. albicans, et les deux alléles d’'une méme souche peuvent
présenter des nombres de répétitions différents (Hoyer ef al., 2008). Elles sont
parfois associées a des différences fonctionnelles : les Als3 a 12 répétitions
contribuent plus a I’adhésion sur cellules épithéliales ou endothéliales que les Als3

a 9 répétitions (Oh et al., 2005).

* une longue région glycosylée C terminal riche en sérine et thréonine. La structure
de la région thréonine est inconnue, cependant elle intervient dans la formation

d’agrégats (Otoo et al., 2008; Rauceo et al., 2006).

Généralement la présence d’autant de protéines pour une méme famille est synonyme
d’une fonction importante que 1’organisme doit préserver dans son génome, cette fonction
peut étre redondante mais codée par des genes différents et régulés par des conditions
différentes. Parfois les fonctions portées par les membres d’'une méme famille peuvent aussi

étre différentes comme nous allons le voir.

La fonction des protéines Als semble étre reliée a la virulence de C. albicans (Hoyer et

al., 2008) :

* Adhérence :
Les adhésines permettent la liaison aux cellules hotes, aux substrats environnementaux,
aux autres champignons et bactéries (Coronado et al., 2007; Dranginis et al., 2007; Klotz et

al., 2007; Kumamoto & Vinces, 2005; Nobile et al., 2008). Les Als possédent des traits de
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prédiction des protéines localisées en surface. Jusqu’a présent deux approches ont été utilisées
pour étudier les Als (Hoyer et al., 2008) : la disruption des ALS dans C. albicans ou la

surexpression hétérologue chez S. cerevisiae.

L’expression hétérologue a plusieurs avantages : plus simple techniquement a réaliser
elle permet d’étudier I’adhérence dans un organisme qui n’adhére quasi pas. Par contre les
résultats obtenus ne reflétent pas précisément 1’effet de la protéine de C. albicans a cause des
différences d’utilisation des codons (Santos & Tuite, 1995) et de glycosylation (Herrero et al.,
2002). Par ailleurs 1I’abondance de la protéine et sa distribution en surface ne refléte pas
forcément ce qui se passe chez C. albicans. De plus, on ne peut observer que 1’action d’une
protéine unique, et non les fonctions dépendant de 1’association de plusieurs Als. Par ailleurs,
S. cerevisiae ne peut pas révéler une fonction spécifique a C. albicans. Enfin, les études dans
S. cerevisiae portent généralement sur un seul alléle ALS, et sans préciser lequel. Tout cela

peut amener a erreurs ou artificiellement minimiser le réle de la protéine étudiée.

La deuxieme approche la plus courante consiste a inactiver le géne dans C. albicans
et a comparer le phénotype du mutant avec celui de la souche complémentée au locus par le
gene sauvage. Les constructions génétiques sont souvent laborieuses, méme si des méthodes
récentes ont facilité cette approche. L’inconvénient, une fois les mutant obtenus, est qu’il faut
connaitre les conditions d’expression de ces geénes pour choisir le milieu adéquat pour la
comparaison. C. albicans peut aussi montrer une réponse compensatoire suite a la délétion
d’un geéne ce qui masque le phénotype di a la perte du géne interrompu (Selmecki et al.,

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

La délétion d’4LS1 et la surexpression hétérologue confirment la fonction d’adhérence
sur les cellules endothéliales vasculaires. Cependant la délétion d’ALSI n’affecte pas

I’adhérence sur cellule buccale et épithéliales du pharynx FaDu ou sur modele reconstitué
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d’épithélium buccal humain (Zhao ef al., 2004) alors que S. cerevisiae exprimant ALSI adhére
aux cellules épithéliales FaDu (Fu et al., 1998; Sheppard et al., 2004).

Comme ALS?2 était difficile a inactiver, il a été placé sous le contréle du promoteur
MAL?2 (Zhao et al., 2005). En condition de non induction la souche montre une diminution de
I’adhérence aux cellules endothéliales, mais pas de différences sur cellules épithéliales

buccales, sur fibronectine ou laminine.

La délétion d’ALS4 entraine une diminution de 1’adhérence sur cellules endothéliales

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

ALS?2 et ALS4 n’ont pas été testés dans S. cerevisiae. En raison de leur forte similarité,
ALS?2 et ALS4 ne peuvent pas étre discriminés par des études de puces basées sur les produits
de PCR. Donc la PCR quantitative plus discriminante a permis de montrer que ALS2 est
environ 3 fois plus exprimée dans als4-/- et qu’ ALS4 est surexprimé de la méme manicre
dans la souche n’exprimant plus ALS2. L’analyse des profils transcriptomiques des souches
als2-/ PMAL2::ALS2 montre une dérépression de 1’orf19.4765 qui code une protéine a ancre
GPIp de la paroi de fonction inconnue (Zhao et al., 2005) et que ’on ne retrouve pas dans
als4-/-. Ces résultats suggerent qu’il y a une réponse des protéines de la paroi a la
surexpression ou a ’inactivation d’4LS2 et qu’il existe des fonctions compensatrices dans la

famille Als.

Le mutant als3-/- a montré un fort phénotype. Il adhére en effet beaucoup moins sur
cellules endothéliales, cellules buccales, et sur monocouches de cellules FaDu (Oh et al.,
2005; Zhao et al., 2004). Il n’y a pas de changement dans I’adhérence a la fibronectine ou a la
laminine. La souche de S. cerevisiae surexprimant ALS3 adhére aux cellules endothéliales et
épithéliales, a la fibronectine, laminine, gélatine (Sheppard et al., 2004). Als3 serait une

invasine fongique qui mime les cadhérines des cellules hotes et induit I’endocytose par liaison
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aux N-cadhérines des cellules endothéliales et aux E-cadhérines des cellules épithéliales
orales (Phan et al., 2007).

L’expression hétérologue de ALS5 a un fort niveau permet a S. cerevisiae d’adhérer et
de former des agrégats de facon similaire a ce que peut faire la souche sauvage de C. albicans
(Gaur et al., 1999). A bas niveau d’expression, I’agrégation n’a pas été observée (Gaur ef al.,
1999). La souche de S. cerevisiae exprimant ALS5 adhére aux cellules endothéliales, buccales,
FaDu, fibronectine, laminine, gélatine et collageéne type IV (Zhang et al., 2003). L’adhérence
d’Als5 se fait via une reconnaissance du motif Ser, Thr, Ala a la surface de 1’hote (Gaur et al.,
2002; Gaur & Klotz, 2004; Klotz et al., 2004a; Klotz et al., 2004b). ALSS5 est exprimé chez C.
albicans dans les conditions de laboratoire utilisées et dans les modéles d’infection (Green et
al., 2005; Green et al., 2006). Cela suggere que les changements globaux observés dans S.

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

La surexpression d’4LS6 dans S. cerevisiae permet 1’adhérence sur gélatine tandis que

la surexpression d’4LS7 ne le permet pas (Sheppard et al., 2004).

Les mutants homozygotes als5-/-, als6-/- et als7-/- chez C. albicans présentent une
adhérence aux cellules endothéliales et épithéliales augmentée de 2 a 3 fois par rapport au
controle. Ces résultats sont contraires a ceux attendus pour la délétion d’une adhésine et
indiquent que certaines protéines Als auraient un effet anti-adhésif. Des expériences
supplémentaires sont donc nécessaires pour comprendre la base de ce phénotype (Zhao et al.,

2007).

Chez S. cerevisiae, la surexpression d’ALS9 permet ’adhérence a la laminine
seulement (Sheppard et al., 2004). Le mutant als9-/- posseéde une adhérence plus faible que le
sauvage sur cellules endothéliales et épithéliales, sans différence sur la laminine. L’adhérence

a été attribuée a I’allele ALS9-2 qui est plus commun qu’ALS9-1 dans les isolats cliniques.
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En résumé, Alsl et Als3 sont impliquées dans 1’adhérence (Fu et al., 2002; Zhao et al.,
2004). Als2 et Als4 sont impliqués dans la formation des tubes germinatifs et 1’adhérence sur
cellules endothéliales vasculaires mais pas sur cellules épithéliales buccales. Par ailleurs,
I’expression hétérologue de ALSI, ALS3, ALSS5, ALS6, ALS7 et ALS9Y induit un phénotype
d’adhérence de S. cerevisiae (Klotz et al., 2004a; Sheppard et al., 2004). ALS2 et ALS4 n’ont
pas encore ¢été étudiés par cette approche. En conclusion la majorité des études sur
I’adhérence ont été effectuées sur S. cerevisiae. Le r0le des Als dans 1’adhérence de C.

albicans reste donc mal connu.

*  Formation de biofilm :

Les propriétés adhésives étant importantes pour la formation du biofilm ces protéines
pourraient €tre impliquées dans la mise en place du biofilm. Cela a été vérifié¢ par les résultats
d’analyses transcriptomiques comparant les cellules en biofilm aux cellules planctoniques
(Garcia-Sanchez et al., 2004). ALS1 était le geéne le plus exprimé en biofilm ce qui suggere
son importance lors de la formation du biofilm. Les ALS s’expriment différemment selon les

stades de culture.

Tous les mutants als-/- sont capables d’initier la formation d’un biofilm. Les Als ont
une fonction redondante et complémentaire de celle de Hwpl (Hyphal cell-Wall Protein)
puisque le couple Hwpl - Alsl ou Hwpl - Als3 est nécessaire a la formation d’un biofilm
complet (Nobile ef al., 2008). Nobile et al. ont trouvé qu’Als] jouait un role significatif bien
que modeste par rapport a Als3 dans la formation du biofilm. Dans un mode¢le in vitro de
développement sur cathéter, le mutant als3-/- n’est pas capable de former un biofilm mature
(Nobile & Mitchell, 2006; Nobile et al., 2006) alors qu’als3-/- peut encore adhérer au
silicone, et qu’il montre un phénotype levure. ALS3 n’étant pas exprimé dans la forme levure

(Hoyer et al., 1998), il ne serait pas impliqué dans les premicres étapes du biofilm mais plus
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tard pendant le développement de I’hyphe. L’étude systématique de formation du biofilm par

les mutants als-/- a montré que le mutant als2-/- formait un biofilm plus fin que la souche
sauvage (Zhao et al., 2005).

* Utilisation du fer : Als3 semble essentiel pour 1’utilisation de la ferritine et serait

le récepteur de la paroi cellulaire de I’hyphe, cette protéine étant spécifique de

I’hyphe (Hoyer et al., 1998). Il joue donc un rdle crucial dans I’utilisation de la

ferritine comme source de fer.
Les génes ALS1 et ALS5 n’ont pas ces fonctions (Almeida et al., 2008).

* Pathogénie : ALS3 semble important lors d’infections orales in vivo et d’infections
systémique (Thewes et al., 2007; Zakikhany et al., 2008). Ceci serait reli¢ a sa
fonction de récepteur a la ferritine (Almeida et al., 2008). La délétion d’ALS1
accroit le temps de survie de la souris dans un modele d’infection disséminée et
retarde I’apparition des symptomes dans un modele d’infection orale (Fu et al.,
2002; Kamai et al., 2002). Les données sur les autres Als sont plus rares, et ont
surtout ét¢ obtenues en modeles d’épithélium reconstitué: la délétion d’ALS4
atténue la destruction de 1’épithélium, alors que celle d’ALS4, ALSS5, ALS6, ALS7

ou ALS9 ne montre pas d’effet (Hoyer, 2001; Hoyer et al., 2008).

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

Parmi les facteurs qui contribuent a la virulence il existe les enzymes hydrolytiques
produits par les bactéries, protozoaires ou levures pathogenes. Les protéinases sont les
enzymes hydrolytiques contribuant le plus communément a la virulence chez beaucoup de

microorganismes.
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Les Saps appartiennent a la classe des aspartyl protéinases. Cette famille est constituée
de 10 isoenzymes codées par les génes SAP1 a SAP10 (Monod et al., 1994; Monod & Borg-
von, 2002; Stehr et al., 2000). Ces génes codent des préenzymes qui sont clivées par Kex2
dans I’appareil de Golgi avant d’étre N-glycosylées. Suite au clivage catalytique, les
précurseurs deviennent des enzymes matures fonctionnelles (Hube & Naglik, 2002). Les Saps
ont deux résidus d’acide aspartique conservés qui forment le site catalytique de leur fonction
biologique. De plus, plusieurs Saps possédent des résidus cystéine impliqués dans la
formation de pont disulfure (Naglik et al., 2004).

Les protéinases extracellulaires permettent en premier lieu 1’apport de nutriments a la
cellule. Cependant les champignons pathogénes semblent avoir élargi leurs propriétés
biochimiques aux fonctions de pathogénie. Par exemple, elles sont utilisées pour digérer et
modifier les membranes de 1’hdte pour faciliter I’invasion et I’adhérence ce qui a été
démontré chez les plantes et les insectes, elles peuvent aussi endommager les cellules du
systéeme immunitaire pour éviter ou résister aux attaques antimicrobiennes de 1’hote (Salyers
& Witt., 1994).

Les Saps conférent a C. albicans un systeéme protéolytique flexible et efficace qui
pourrait €tre indispensable a la survie de ce pathogéne opportuniste et pourrait partiellement
expliquer pourquoi C. albicans est un pathogene si commun de I’homme (Naglik et al., 2004).
La plupart des Candida sp pathogenes comme C. dubliniensis, C. parapsilosis et C. tropicalis,
possedent des Sap. Les espeéces non pathogeénes ou les moins pathogenes de Candida ne
semblent pas produire une quantité¢ significative de protéinases. La complexité de
I’implication des Sap dans la virulence de C. albicans a été soulignée par le fait que les Sap

interviendraient aussi dans la formation de I’hyphe, 1’adhérence et la transition phénotypique.
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Toutes les Saps ne sont pas secrétées a I’extérieur de la cellule. C’est le cas pour Sap9 et
Sap10 qui sont localisées majoritairement dans la membrane via une ancre GPI méme si on
peut aussi les retrouver dans la paroi (Naglik et al., 2004).

A I’heure actuelle nous savons qu’elles sont impliquées dans :

La virulence : En mod¢le de candidose oral in vitro presque tous les génes SAP sont
exprimés. Les protéines Saps seraient impliquées dans la virulence dans un modele de
candidose vaginale (Schaller et al., 2005), et cutanée. Il a été montré que Sap4, Sap5, et Sap6
sont nécessaires aux candidoses profondes (Naglik et al., 2004). Des études utilisant des
mutants knock-out ont montré que Sapl a 3 étaient impliquées dans les infections des
muqueuses mais pas dans les infections systémiques, et Sap 4 a 6 dans les infections
systémiques mais pas dans les infections des muqueuses. Sapl et Sap2 ont été montrées
comme cofacteurs de virulence. Le double mutant sap/, sap2 endommage moins les tissus et
stimule moins bien 1’expression des cytokines.

Adaptation a ’environnement : L’ expression et la sécrétion des Saps dépendent du pH
et sont spécifiques des tissus. Sapl, Sap2 et Sap3 sont produites entre pH2 et pHS5 lors d’une
infection superficielle tandis que Sap4, Sap5 et Sap6 sont secrétées entre pH3 et pH7 pendant
une candidose invasive (Kretschmar et al., 1999; Schaller et al., 1999).

Utilisation de la ferritine : Contrairement a S. cerevisiae, C. albicans peut utiliser la
ferritine comme seule source de fer méme a pH physiologique. Mais quels sont les
mécanismes ? Une premicre possibilité est que la ferritine soit dégradée par 1’activité
protéolytique extracellulaire notamment la famille des protéases aspartiques (Sap) a large
spécificité de substrat (Naglik et al., 2004). Cependant il est apparu que la dégradation
extracellulaire par les protéases fongiques n’était pas nécessaire a 1’utilisation de la ferritine
puisque les mutants sapl-3 ou sap4-6 sont toujours capables de croitre. Donc une deuxieme

possibilité serait que C. albicans pourrait acidifier le milieu en sa faveur. Ce phénomene a été
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décrit chez S. aureus : en carence en fer, ce pathogene opportuniste diminue le pH amenant la
séparation du fer des ferritines (Friedman et al., 2006). Une autre hypothése serait que C.
albicans pourrait produire et secréter des réducteurs capables de séquestrer le fer de la
ferritine. Une derniére hypothése émise par Almeida ef al. serait que les réductases a la
surface de C. albicans pourraient réduire le fer des ferritines et ce processus pourrait étre
facilité en milieu acide (Almeida et al., 2009).

Sap et résistance aux antifongiques : Une ¢tude de Costa et al. a montré que 1’activité
protéolytique de digestion de la serum albumine bovine était plus forte chez les isolats
cliniques de C. albicans résistants aux antifongiques et que cette activité¢ semblait dépendre de
la concentration en antifongiques. Les auteurs proposent que les mécanismes d’efflux de
drogues puissent réguler le transport des Sap via des vésicules membranaires. Cependant,
chez les isolats sensibles aux azolés, la corrélation inverse n’a pas €té pas observée : 1’activité
protéasique augmente ou diminue en présence d’azolés selon la souche. Il y a donc d’autres
facteurs qui interviennent dans la régulation. On notera que cette approche mesure une
activité globale et que, si la présence des genes SAPI a SAP7 a bien été vérifiée dans tous les
isolats, leurs niveaux individuels d’expression n’a pas été déterminé (Costa et al., 2010).

Pour résumer, faire un réseau complet de I’implication de chaque Sap dans une étape de
pathogénie est difficile. En effet il n’y a pas d’études directement comparables puisque
chaque auteur a utilis¢é un modele, une technique ou un site d’infection différent. Il est
probable que C. albicans s’adapte a différentes niches en utilisant des jeux différents de Sap
(Naglik et al., 2004). Il n’est pas exclu que la délétion d’un géne SAP puisse €tre compensée

par I’expression d’un autre géne SAP.
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4.3. Les génes RBT

11 existe 6 genes RBT (Repressed by Tupl) : RBTI, RBT2 (FRE10), RBT 4, RBT5, RBT
7 et RBTS. lls ont été caractérisés sur la base d’une recherche d’ARNm différentiellement
exprimés dans une souche sauvage et dans un mutant fup/-/- isogénique cultivés en milieu
YPD. Dans ces conditions, le sauvage forme uniquement des blastospores et le mutant
exclusivement des hyphes (Braun et al., 2000). La d¢létion des génes RBT n’a induit aucun
phénotype sur différents milieux de laboratoire. En particulier et bien qu’ils soient tous
régulés par Tupl, aucun ne semble indispensable a la transition blastospore-hyphe. Tous ces
genes sont prédits pour coder des protéines secrétées, exceptées les protéines Rbtl et Rbt5 qui
présentent un ancrage GPI pariétal, comme Hwpl et Wapl deux autres protéines également
réprimées par Tupl.

* RBTI: Ce gene posseéde 43% d’homologie avec HWPI et posséde un signal
d’ancrage GPI. Il posséde deux alleles de tailles différentes. HWPI code une
protéine pariétale spécifique de I’hyphe. Elle a un role dans 1’adhérence aux tissus
de I’hdte par liaison covalente (Staab et al., 1999). RBTI1 et HWPI ne sont pas
exprimés dans la forme levure. Ils sont rapidement induits en milieu sérum, qui est
connu pour induire la filamentation. HWP1I est plus fortement exprimé mais RBT/
est induit aussi rapidement, indiquant une réponse transcriptionnelle rapide a
I’ajout de serum. Ces deux geénes sont déréprimés lorsque le répresseur
transcriptionnel de la croissance hyphale Tupl est inactivé (Braun et al., 2000). Le
mutant bt/ montre une diminution de I’invasion de la cornée chez le lapin
corrélée a un faible taux de multiplication. Ce comportement non invasif est tres
intéressant puisque ce mutant pousse normalement sur milieu de culture en
laboratoire. L ’infection systématique des souris donne le méme résultat : ce mutant

posséde une aptitude trés réduite a disséminer et envahir 1’hote. Le mutant
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hétérozygote rbtl/+ (pour chaque allele) est moins virulent que le sauvage mais
plus que le mutant homozygote, indiquant qu’il y a un effet du nombre de copies
sur la pathogénie (Braun et al., 2000).

* RBT5 : La protéine Rbt5 posséde un signal d’ancrage GPI ainsi qu’une région de
115 acides aminés semblable a une région répétée 4 fois dans la séquence de Wapl
qui code un antigéne de surface des hyphes et des bourgeons. On la retrouve
¢galement dans Pral qui est un antigéne riche en proline situé a la surface du
champignon pathogéne Coccidioides immitis (Dugger et al., 1996). La d¢létion de
RBTS5 ne semble pas affecter la virulence dans un modéle d’infection disséminée

chez la souris (Braun & Johnson, 2000).

4.4 La famille IFF

Ces protéines ont un domaine conservé qui ne montre aucune homologie avec des
protéines de fonction connue. La plupart des membres de cette famille portent les motifs de
prédiction d’un ancrage GPI (Richard & Plaine, 2007). Dans cette revue, il apparaissait
qu’Iff10 et Iff11 n’avaient pas de signal de liaison a une ancre GPI. De plus, Iff7 semble étre
localisée a la paroi (Bates et al.,, 2007). Nous verrons dans la partie résultat qu’il en est
autrement. Ces protéines ont un domaine conservé qui ne montre aucune homologie avec des
protéines de fonction connue. La fonction de cette famille de géne est largement inconnue et

seuls trois génes ont fait jusqu’a présent I’objet de publications.

4.4.1 Le premier géne étudié : HYR1

Le géne HYRI fut le premier gene de la famille /FF a étre étudié¢ (Bailey et al.,
1996). Bailey et al. ont trouvé par des analyses de Northern blot que ’ARNm de HYR] était
induit spécifiquement en réponse au développement de 1’hyphe, lorsque la morphogenése était

stimulée indépendamment des conditions du milieu (soit par I’addition de sérum et une
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¢lévation de température, soit en augmentant a la fois le pH et la température, soit en ajoutant
de la N-acétylglucosamine). C’est aussi le cas des genes ECEI qui code une protéine
intracellulaire non essentielle (Birse ef al., 1993) et HWPI qui code une protéine de surface
spécifique de I’hyphe (Staab et al, 1996). D’autres génes sont induits durant Ie
développement de I’hyphe mais seulement sous certaines conditions. C’est le cas des genes
PHRI (géne régulé par la réponse au pH) (Saporito-Irwin et al., 1995), SAP2, SAP4, SAPS et
SAP6 (génes induits par le sérum, codant une aspartyl protéinase) (Hube et al., 1994) et enfin
ALS1 (induit en milieu RPMI) (Hoyer et al., 1995). De nombreux autres geénes sont également
induits dans ces conditions. Ils codent des fonctions variées telle que la glycolyse (4DH), la
synthese et le repliement protéique (TEF3, RP10) (Swoboda et al., 1994a; Swoboda et al.,
1994b), la biosynthése de la paroi ou la formation du cytosquelette (ACT1) (Delbruck &
Ernst, 1993; Swoboda et al., 1994a). En fait, si on a montré que quelques protéines de surface
étaient exprimées différemment selon les conditions du milieu et selon la morphologie de la
levure, ces études ont aussi montré qu’une petite fraction seulement de ces protéines €taient

forme-spécifiques (Finney et al., 1985).

Le mutant knock-out de HYR1 a ¢été réalisé par URA-Blaster et n’a pas de phénotype
particulier (Bailey et al., 1996). 1l pousse normalement sur milieu a la caféine ou au
calcofluor, la croissance des levures et des hyphes est normale et la cinétique des tubes
germinatifs n’est pas non plus affectée. N’ayant observé aucun phénotype du mutant, ils ont
chang¢ de stratégie. L expression forcée de HYRI dans la forme levure par une fusion ADH -
HYRI dans CAl4 n’a affecté ni la croissance, ni la morphologie de C. albicans. L’expression
aberrante de HYRI ne stimule pas la formation de 1’hyphe, ni la croissance pseudo hyphale
chez S. cerevisiae. Chez C. albicans, HYRI a été récemment impliqué dans la résistance aux
défenses de 1’hdte. 11 accroit 1’action candidacide des macrophages in vitro et réduit la charge

rénale des souris infectées ( Luo et al., 2010). En accord avec ces observations, ces derniers
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auteurs ont montré qu’un anticorps polyclonal anti-Hyrl accroit 1’activité candidacide des
neutrophiles in vitro et que la vaccination de souris avec Hyrl les protégeait efficacement

contre une candidose dans un modéle d’infection disséminée.

4 4.2 Etude par surexpression ou inactivation d’un géne IFF

Afin d’identifier de nouveaux geénes de virulence, Fu et collaborateurs ont construit
des souches de surexpression/inactivation des genes HYRI, IFF2, IFF3 et IFF4. Un des
alleles de ces geénes a été placé sous le contréle d’un promoteur induit en absence de

doxycycline dans le milieu, I’autre allele ayant été invalidé (Fu et al., 2002).

Une expérience combinant la cytométrie en flux et I’immunofluorescence a montré
que dans ces mutants en condition de surexpression (sans doxycycline) ou de répression (avec
doxycycline), ’accumulation de la protéine Alsl a la surface restait constante. Il n’y a donc

pas de régulation croisée entre la protéine Alsl et les génes IFF étudiés.

L’adhésion sur tube de plastique a également ét¢ testée en condition de surexpression
et de répression. Seule la souche surexprimant /FF'4 a montré une plus grande adhérence sur
plastique. La suite des expériences a donc été ciblée sur ce gene, et pour cela 1’allele sauvage
IFF4 a lui aussi été placé sous le controle du promoteur tetR. Pour éviter les artéfacts dus a
une mauvaise expression du gene URA3, ce géne a été replacé a son locus originel. La
surexpression du gene /FF4 entraine une meilleure adhérence sur cellules épithéliales orale
FaDu, alors que I’inactivation du géne /FF4 entraine une chute d’adhérence comparée a la
souche témoin. Par contre, la surexpression ou I’inactivation du gene /FF4 ne semblent
affecter ni D’adhérence ni la destruction quand les souches sont testées sur cellules
endothéliales. Le phénotype d’adhésion suite a la surexpression du gene /FF4 semble avoir
une incidence sur I’invasion d’un modele in vivo de candidose vaginale chez la souris. La

souche surexprimant /FF4 est plus sensible aux neutrophiles et est moins virulente dans un
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modele in vivo de souris immunocompétente. Par ailleurs, les reins de la souris infectée sont
significativement moins envahis par la levure. Cet effet n’est pas observé chez les souris
neutropéniques. Au vu de ces expériences, il semblerait donc que le géne /FF4 ne doive pas
étre exprimée pendant la phase de dissémination hématogéne de C. albicans pour que

I’invasion des tissus soit efficace.

M. Kempf (Kempf et al., 2007) a elle aussi étudi¢ la fonction de la protéine Iff4 en
construisant un mutant Knock out. Ce mutant a été construit par la méthode d’intégration par
double recombinaison homologue avec des produits de PCR. Ce mutant a montré une petite
diminution de 1’adhérence sur polystyréne, ainsi qu’une diminution de la mobilité
¢lectrophorétique de ses tubes germinatifs. Cette différence a été attribuée a une organisation
structurale différente des mannoprotéines pariétales du mutant iff4-/~ et du sauvage.
Néanmoins le processus d’adhérence est complexe et implique de nombreux phénomenes
biologiques et biophysiques. C’est pourquoi I’étude a été poursuivie en montrant que le
mutant adhérait également moins bien sur cathéter de silicone. Par ailleurs, ce mutant est
moins virulent dans un modéle murin de candidose disséminée par rapport a la souche
parentale BWP17. Etonnamment, si la virulence était fortement diminuée, 1’aptitude a envahir

les tissus restait inchangée et la charge rénale en levures était la méme pour les deux souches.

Les études de Kempf et al. et Fu et al. ont montré¢ de facon contradictoire que
I’inactivation ou la surexpression de /FF4 affectaient toutes deux I’infection disséminée dans
un modele souris. Cela pourrait s’expliquer par le fait que la souche surexprimant /FF4 est
plus sensible aux neutrophiles et envahit moins facilement les tissus lors d’une infection
disséminée, tandis que les souches invalidées pour /FF4 sont affectées a une étape précoce de
colonisation des tissus mais restent capables de les envahir quand elles sont installées. On
notera aussi que les résultats obtenus sur les souches délétées pour /FF4 ne sont pas

strictement comparables dans les deux cas : Kempf et al. ont invalid¢ totalement I’expression
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d’IFF4, tandis qu’une expression résiduelle en présence de doxycline reste possible dans les
souches utilisées par Fu et al.. Nous verrons que nous avons ¢té confrontés a ce probleme
dans la partie Résultats. Le travail de Kempf et al. souligne par ailleurs que la surexpression
d’une protéine peut incidemment affecter I’expression d’autres protéines pariétales ce qui
amenerait & un phénotype qui ne serait pas li¢ a la protéine étudié¢e. Les études sur /FF4 ont
montré que son expression €tait dépendante du contexte anatomique et du modéle d’infection
disséminée utilisé. Iff4 serait impliquée directement ou indirectement dans I’infection par sa
capacité a adhérer et donc a coloniser le matériel biologique. Il reste a tester 1’adhérence sur
des matériaux de nature chimique différente tels que le latex ou le polyuréthane et il serait
bien de tester également la virulence dans un autre modéle comme un modele de cathéter

central chez le rat.

4.4.3 La protéine Iff11 : une Iff secrétée

La protéine Iff11 a été étudiée pour la premiere fois par (Bates ef al., 2007), en utilisant
deux souches, interrompant ou surexprimant /FF[]. Le mutant iff7/-/- a été réalis¢ par
interruption de /FFI1 dans la souche CAI-4 par la méthode Ura Blaster, suivie de la
réintégration du géne URA3 au locus RPSI10. La souche de surexpression exprime le geéne
IFF11 sous le contréle du promoteur de I’enolase ENOI et comprend un tag V5. Cette
derniére souche a permis de localiser Iff11-V5 dans la fraction secrétée par Western blot. Cela
n’exclut pas le fait qu’il y aurait quelques protéines en quantité indétectable présentes dans la
paroi. La détection d’Iff11-V5 dans une souche exprimant le géne sous son propre promoteur
n’a pas ¢été possible. Cela montre que le géne /FF11 est trés peu exprimé dans les conditions
de culture de laboratoire. Le mutant iff7/-/- a montré un retard de filamentation sur milieu
spider, ainsi qu’une hypersensibilité en milieu liquide contenant soit du Calcofluor White, soit

du SDS, soit du Rouge Congo. Ces défauts de paroi sont plutdt inattendus puisqu’Iffl1 est la
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seule protéine Iff qui soit secrétée. Le mutant a par ailleurs montré une virulence atténuée
dans un mode¢le murin d’infection systémique, bien que 1’invasion tissulaire soit restée
comparable a celle d’une souche sauvage. Comme Iff4, cette protéine ne semblerait donc pas

nécessaire une fois 1’infection établie, mais plutot lors des €tapes initiant 1’infection.
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Projet de recherche

C. albicans est un pathogene trés bien adapté a son environnement variable en terme par
exemple de pH, température, potentiel redox ou d’agents enzymatiques divers (phagosomes),
ce qui implique qu’au cours de son évolution il ait développé des mécanismes originaux pour
coloniser son hote. Ces fonctions originales pourraient éventuellement étre portées par une ou
plusieurs protéines de fonction inconnues. Les données sur le génome de C. albicans nous ont
permis d’identifier un grand nombre de protéines a ancre GPI, pour la plupart de fonction
inconnue et absentes chez la levure non pathogéne S. cerevisiae. Leur localisation en surface
leur confeére potentiellement une place privilégiée pour interagir avec I’environnement et la
cellule hote. Dans I’introduction, j’ai rappelé que des protéines a ancre GPI avaient déja été
identifiées comme étant des facteurs de virulence (biogenese de la paroi, formation de

I’hyphe, adhésion et formation du biofilm, virulence et interaction avec le systéme

immunitaire, ...).

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a la plus grande famille de protéines a
ancre GPI. Comme montré dans D’introduction, seules 3 protéines sur les 12 membres
composant cette famille ont fait 1’objet de publications depuis 1996. Deux de ces protéines
sont importantes dans 1’adhérence et dans la virulence en modéle d’infection systémique.

Cette famille nous a donc paru intéressante.

Mon objectif premier était donc d’obtenir une banque compléte de mutants iff-/-. Dans
un second temps, j’ai voulu réaliser un criblage de ces mutants dans divers mode¢les cellulaires

ou animaux pour identifier de nouvelles protéines impliquées dans I’interaction avec 1’hdte.
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IT Materiel et méthodes

1 Matériel

1.1-Matériel biologique

1.1.1-Les souches des différents microorganismes utilisés

La premiere étape de mon travail consistait en la construction des mutants iff~/-, ces
derniers sont décrits dans la partie Résultats (3.1). Le tableau 2 liste les souches obtenues

d’autres laboratoires et qui ont été utilisées dans le cadre de ce travail.

Souches Souche Description Référence
parentale

Escherichia coli

Topl0 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-merBC) ¢80lacZAM15  Invitrogen
AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(Str") endA1 A

Candida albicans

SC5314 Isolat Souche sauvage de Candida albicans (Gillum et al., 1984)
clinique
CAl4 iro-ura3A:: Aimm434/iro-ura3A:: Aimm434
BWP17 CAl4 iro-ura3A::Nimm434/iro-ura3A::Nimm434 (Wilson et al., 1999)
his1::hisG/hisl::hisG arg4::hisG/arg4::hisG
DAY286 BWP17 iro-ura3A::Nimm434/iro-ura3A::Nimm434 (Davis et al., 2002)

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

CAI4+CIp10 CAl4 iro-ura3A:: Alimm434/iro-ura3A: : Aimm434, (Hobson et al., 2004)
RPS10::CIpl10-URA3

1843 (als3-/-) 1779 iro-ura3A:: Aimm434/iro-ura3A:: Aimm434 (Zhao et al., 2004)
als3laAals3saA-URA3

2322 (als3/ALS3) 2311 iro-ura3A:: Alimm434/iro-ura3A:: Aimm434 (Zhao et al., 2006)
als3laA/als3saA-ALS3LA-URA3

hyrl-/- CAl4 ura3A:: Aimm434/ura3A:: Aimm434 (Bailey et al., 1996)

hyrl::hisG/hyrl.:hisG-URA3-hisG

Tableau 2 : Souches utilisées dans cette étude
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La souche de levure utilisée pour la construction des mutants est la souche BWP17
ura3::imm434/ura3.::imm434 hisl::hisG/hisl::hisG arg4::hisG/arg4::hisG. Celle-ci est issue
de BWP17, elle méme dérivée par quatre transformations de 1’isolat clinique SC5314 (Wilson
etal., 1999).

Pour les clonages plasmidiques nous avons utilisé la souche E. coli Topl0 F-, mcrA,
(mrr-hsdRMS-mcrBC), 80lacZM135, lacX74, recAl, aral39, (ara-leu) 7697, galU, galK, rpsL,

(StrR,) endAl, nupG (Stratagene, CA).

1.1.2-Les cellules de mammiféres

Les macrophages

La lignée cellulaire utilisée, J774.2, est issue d’une 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 n’expriment pas le récepteur spécifique

du mannose (Fiani et al., 1998).

Les cellules épithéliales vaginales
La lignée cellulaire utilisée, HeLa, est issue d’un prélévement de métastase effectué sur
une patiente atteinte d’un cancer du col de 1’utérus. Elle a ét¢ fournie par le laboratoire Sigma

en relation avec ’ECACC (European Collection of Cell Culture).

1.2-Les enzymes

Les enzymes de restrictions ont été achetées chez New England Biolabs (Madison,
USA). Pour les PCR, différentes enzymes ont été utilisées en fonction de ce a quoi était
destiné le produit de PCR :

- pour les PCR sur colonies : HotMaster Taq DNA Polymerase (Prime 5)
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- pour le clonage : Platinum® 7ag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen)

- pour les autres PCR : GoTag® DNA polymérase (Promega).

1.3-Les solutions

Solutions pour les E. coli compétentes :
-Milieu ¢B : 5g/1 de Bacto YE

20g/1 de Bacto Tryptone
ajuster a pH 7,6 avec du KOH
+ 14g/1 de Bacto Agar (Difco)

Au moment de I’utiliser, ajouter du MgSO, a 5g/1 final

-Milieu @A : milieu @B sans agar

-RF1 : 30 mM potassium acétate
100 mM RbCl,
10 mM CacCl,
50 mM MnCl,
+ glycérol 15% final (volume/volume)

Ajuster le pH a 5,8 avec 0,2 M d’acide acétique

-RF2 : 10 mM MOPS
75 mM CaCl,
10 mM RbCl,
+ glycérol 15% final (v/v)

Ajuster le pH a 6,5 avec du KOH
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RF1 et RF2 seront stérilisés par filtrage et conservés a 4°C.

Tampon d’hybridation pour Southern blot :

Tampon Denhardt 50X (Ficoll400 1%, BSA 1%, polyvinylpyrrolidone 1%) : 5 ml
SSC 20X : 15 ml

SDS 20% : 1,25ml

ssDNA 10 ug/ul : 500 ul

H,O : gsp 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 I’ampicilline a été ajouté en fonction des plasmides utilisés a une concentration de 100

pg/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 sélection des transformants de C. albicans : SC

-1.7 g/l mélange d’acides aminés (cf liste ci-dessous),

57



Matériel et Méthodes

-1.7 g/l YNB (Yeast Nitrogen Base) sans sulfate d’ammonium ni acides aminés,
-5 g/l sulfate d’ammonium,

-20 g/l glucose.

Mélange d’acides aminés sans histidine, uridine, arginine utilisé pour le SC (décrit ci-
dessus):

-0.5 g adénine,

-2 g 1inositol, proline, alanine, isoleucine, serine, cystéine, thréonine, glutamine, lysine,
tryptophane, glycine, méthionine, tyrosine, phénylalanine, valine,

-10 g leucine.

Suppléments pour complémentation d’auxotrophie (concentrations finales) :
-uridine 50 mg/l,
-histidine 2 mg/I,

-arginine 4 mg/1.

Milieux inducteurs de filamentation chez C. albicans :
Tous les milieux ont été complémentés en Agar 20g/1 pour les milieu solide.
- milieu Spider (1% « nutrient broth » (Difco, MD, Etats-Unis), 1% mannitol, 0.2% K,;HPOy,),
- milieu serum (5% de serum de veau fcetal, eau).
- milieu de Lee :
-5 g (NH4)2S04
-0,2 g MgSO4 7H20

-2,5 g K,HPO4 (anhydrous)
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-5 g NaCl

-12,5 g glucose

-acides aminés (0,5 g alanine, 1,3 g leucine, 1 g lysine, 0,1 g méthionine, 0,0714 g
ornithine, 0,5 g phénylalanine, 0,5 g proline, 0,5 g thréonine, 0, 001 g biotine (filtrée) dans 1 1

’H,0)

Milieu de culture de cellules mammiferes :

- Les macrophages J774 sont cultivés en flacon de 75 cm2 dans un milieu D10 composé de
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) + GlutaMAX™ supplémenté de 10% de
serum de veau feetal (Gibco), 100 ug/ml de streptomycine — pénicilline.

- Les cellules HelLa sont cultivées en flacon de 75 cm2 dans un milieu HI0 composé de
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) supplémenté de 10% de serum de veau fcetal
(Gibco), de 100mM d’acides aminés non essentiels, de 100 ug/ml de streptomycine et 100ug

/ml de pénicilline.

Milieux de conservation :

- les microorganismes sont conservés a -80°C dans du YPD + 25% glycérol.

- les cellules HeLa sont conservées dans leur milieu de culture + 20% DMSO et les
macrophages J774 sont conservés dans leur milieu de culture. Les cellules sont congelées

d’abord a -80°C un jour puis sont transférées dans 1’azote liquide.
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2 Méthodes

2.1 Techniques de base en biologie moléculaire

2.1.1.- Préparation des acides nucléiques.

ADN plasmidique d'E. coli
L’ADN plasmidique des bactéries recombinantes a été préparé en utilisant le Kit
«Wizard Plus Minipreps DNA Purification System » (Promega). L’extraction d’ADN se fait
par lyse alcaline et la purification des plasmides s’effectue sur colonnes d’affinité en utilisant
le kit « Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System » (Promega).
ADN génomique de C. albicans
L’ADN génomique de C. albicans a été extrait en suivant un protocole légerement
modifi¢ de celui mis au point par Querol (Querol ef al., 1992). La souche d’intérét est cultivée
la nuit dans 5 ml de YPD a 30°C. Aprés centrifugation, le culot cellulaire est lavé puis repris
dans 500 pl de la solution d’extraction T1 (sorbitol 1 M ; EDTA 0,1 M pH 8) auxquels sont
ajoutés 100 pg de zymolyase 100 T (Seikagaku) afin de former des protoplastes par digestion
enzymatique de la paroi. Aprés une heure d’incubation a 37°C, le mélange est centrifugé, le
culot est resuspendu dans une solution T2 (Tris/HCI 50 mM pH 7,5 ; EDTA 20 mM) pour
bloquer D’activit¢ enzymatique. L’ajout de 50 ul de SDS 10% est suivi d’une étape
d’incubation de 30 minutes a 65°C pour inactiver les nucléases libérées lors de la lyse
cellulaire. L’ajout de 200 ul de K-acétate 5 M est suivi d’une étape d’incubation d’au moins
30 minutes a 0 °C afin de précipiter les protéines. Elles seront éliminées par centrifugation.
L’ADN génomique est précipité par ajout de 700 pl d’isopropanol, puis dilué dans 400 pl

d’eau. Il sera précipité en présence de 40 pl de d'acétate de sodium 2,5 M pH 5,2 et de 1 ml
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d’éthanol 100 %, puis lavé dans 1 ml d'éthanol 70%. Le culot sec est resuspendu dans 100 pl
d’eau puis traité a la RNase (100 pg/ml final) a 37°C pendant 15 minutes.
ARN totaux de C. albicans.

Les cellules ont ét¢ congelées dans 1’azote liquide sous forme de billes, puis
conserveées a -80°C.

Pour le broyage avec des billes, nous avons utilisé soit une bille de tungsténe couplée a
I’utilisation du Micro-Dismembrator de Sartorius Stedim (2 minutes a 2600 rpm), soit des
microbilles de verre couplées a 1’utilisation du FastPrep de Q-Biogene (3 cycles d’une minute
a la vitesse 6,5).

Les ARN sont purifiés a l'aide du kit RNeasy® Mini Kit (Qiagen) puis sont traités a la
TURBO DNA-free™ (Ambion) et conservés a -20°C.

Estimation de la concentration en ARN ou ADN.
La concentration des acides nucléiques est mesurée au NanoDrop® ND-1000

(ThermoScientific).

2.1.2. — Amplification des séquences par PCR et qPCR

Amplification d’ADN par PCR
Toutes les amplifications d'ADN génomique et/ou plasmidique ont été réalisées dans
le thermocycler Eppendorf Mastercycler Gradient. Les cycles utilisés sont décrits plus loin au
fur et a mesure en fonction des applications. Les oligonucléotides utilisés sont décrits en
annexes 1 a 5.
Quantification des transcrits par gPCR
L’ADN complémentaire est obtenu a la suite d’une réaction de transcription inverse
sur 1 pg d’ARN en utilisant le kit SuperScript® II Reverse Transcriptase (Invitrogen) et en

suivant les instructions du fabricant.
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L’expression des geénes a ¢été déterminée par PCR quantitative en temps réel en
utilisant le thermocycler LightCycler® (Roche Molecular Biochemicals). Les
oligonucléotides ont été choisis avec le LightCycler® Probe Design Software 1.0 et
permettent I’amplification d’une centaine de paires de bases.

L’ADNc est dilu¢ au 1/100€éme. 20 pL du produit de PCR contenant 4 mM MgCl,, 0.5
uM de chaque oligonucléotide et 2 pl. du fluorophore LightCycler® FastStart DNA Master
SYBR Green I pour 5 pL de matrice (ADNc). La réaction débute par 8 minutes a 95°C,
suivies par 45 cycles a 95 °C pendant 10 secondes, 55 °C pendant 7 secondes et 72 °C
pendant 10 secondes. Le contrdle négatif est de I’eau. Le premier cycle est déterminé comme
le cycle pour lequel le signal fluorescent atteint un seuil détectable par la machine. Toutes les
mesures sont réalisées en duplicat (répliquats techniques) et sur des échantillons provenant de
deux expérimentations indépendantes. Le niveau d’expression des genes est exprimé de fagcon

relative par rapport a I’expression de I’actine.

2.1.3. - Vérification des séquences IFF1 et IFF10

Amplification des séquences
Les fragments destinés au séquengage ont ét¢ amplifiés avec la Taq polymérase « high
fidelity ». La matrice utilisée est I’ADN génomique de BWP17 pour le séquengage de IFFI et

IFF10, et le plasmide pCAU pour le séquengage de tetR.
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Etape température  temps
Dénaturation 94°C 2
Dénaturation 94°C 15>
Hybridation 50°C 30 10 eyeles
Elongation 72°C 2’
Dénaturation 94°C 15>
Hybridation 50°C 30 . 20 cycles
Elongation 72°C 2’ + 57" a chaque cycle
Elongation 72°C 5’ ~
Séquencage de 'ADN

Les fragments a séquencer ont été transmis a une entreprise commerciale (Cogenics)
avec les oligonucléotides nécessaires. La méthode de séquencage utilisée est celle de Sanger.

L'analyse des traces et des fichiers fasta fournis en retour a été effectuée comme décrit en

2.3.2.

2. 2- Construction des souches

2.2.1. Techniques de transformation

2.2.1.1. Transformation d’E. coli

Les souches d'E. coli Topl0 compétentes ont été transformées par choc thermique
suivant un protocole publi¢ (Hanahan, 1983). Quelques colonies d’une culture de nuit a a
37°C sur milieu @B sont inoculés a S5ml de @A puis incubés 2h a 37°C pour obtenir une DOssg
= 0,3. A partir de cette préculture, 100ml de @A (préchauffés a 37°C) sont inoculés pour une

DOssp = 0,02 maximum. La culture est incubée a 37°C jusqu’a DOssp = 0,48. Elle est ensuite
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refroidie dans la glace et 30ml sont centrifugés pendant Smin a 6000 rpm, a 4°C. Les cellules
sont reprises dans le tampon RF1, a raison de 2/5 du volume de départ. Les cellules sont
incubées pendant Smin sur la glace puis centrifugées Smin a 4°C, 6000 rpm. Le culot est
repris dans le tampon RF2, a raison de 1/25 du volume de départ et incubé 5 minutes au
moins dans la glace. Les cellules sont aliquotées dans des eppendorfs prérefroidis dans la

glace puis congelées dans un mélange carboglace + EtOH et stockée a —80°C.

2.2.1.2. Transformation de C. albicans

La transformation s’est faite selon la méthode de transformation de levures de R.D.
Gietz(2002). C. albicans est une levure strictement diploide et nécessite donc deux
transformations successives pour remplacer les deux alleles. La premiere étape est la
transformation de la souche BWP17, souche auxotrophe pour trois acides aminés (His- Ura-
Arg-) (Figure 7). 20ul du produit de PCR seront utilisés pour la transformation. On intégre la
cassette de prototrophie pour 1’ Arginine, ainsi on obtient des clones [His- Ura- Arg+].

La seconde étape consiste a transformer ces mutants hétérozygotes par la cassette de
prototrophie pour 1’Uracile. Les clones [His-] sont vérifiés par PCR. On recherche alors les

geénes marqueurs et on vérifie la perte du géne sauvage.

2.2.2. Disruption de génes IFF chez C. albicans

Les cassettes de disruption ont été construites comme suit:

Le plasmide pGEM-T portant le marqueur de sélection ARG4 (Figure 8) ou celui
portant URA3 sont utilisés comme matrice. Les amorces utilisées portent 100 pb d’homologie
avec 1’ORF [IFF. Les séquences des geénes [FF ont été¢ extraites du site d’annotation du

génome de Candida albicans : http://www.candidagenome.org/. Les amorces ont ¢&té

dessinées de fagon a enlever I’ORF en entier, donc I’amorce sens est positionnée avant I’ATG
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Arg Ura His
+/+
IFF . .
Transformation 1
IFFXext, .
Arg* Ura™ His —ARG4 — —— o % :EIQCSQS'SW
IFF*/- IFFX@X; éarg4vinnie 0 0 + Uridine
—H - — y + Histidine
6
IFFXint
Transformation 2 Vérification par PCR
sur colonies
IFFXext
Arg* Ura* His® _@_ 0 0 Selection sur
|FF-/- IFFXeg argdvinnie O SC + HlStldlne
——-m-—— % 0 9
éura3up -

Figure 7 : Principe de la méthode de disruption PCR Jumbo. Les régions d’homologie
portées par les cassettes pour la double recombinaison homologue sont en bleu. L’ORF du
gene sauvage est en gris et sera successivement remplacée par les cassettes de disruption pour
obtenir I’hétérozygote /FF+/- puis I’homozygote iff-/-.



pGEM-ARG4 ou pGEM-URA3

IFE5’ DR ARGH4 A_3DR IFF3’
TTTCCCAGTCACGACGTT GTGGAATTGTGAGCGGATA
870pb
18pb P 19pb
IFF5’ SDR| ] —BDR IFF3’
TTTCCCAGTCACGACGTT GTGGAATTGTGAGCGGATA
813pb
18pb 19pb

Figure 8 : Fabrication des cassettes d’interruption pour la transformation de BWP17.
Les amorces utilisées pour 1’amplification des marqueurs URA3 ou ARG4 portent 100
nucléotides d’homologie avec la région amont ou aval de ’ORF a interrompre + 20 nt
homologue a la région plasmidique appelé SDR ou 3DR. Le méme couple
d’oligonucléotides est utilisé¢ pour amplifier les deux cassettes en vue de I’interruption d’un

gene [FF donné.
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et ’amorce anti-sens est positionnée juste apres le codon stop. Une seule paire d’amorces est
utilisée pour amplifier les deux cassettes servant a I’interruption des deux alleles d’un méme
gene (Figure 8) car une vingtaine de nucléotides en 3’ des amorces va reconnaitre les zones

SDR et 3DR communes aux deux plasmides.

Etape température  temps
Dénaturation 94°C 5’
Dénaturation 94°C 45>
Hybridation 50°C r
Elongation 72°C 3
Elongation 72°C 8’

2.2.3. Surexpression des génes IFF.

- Plasmide d'expression du géne tetR.

Le fragment d'ADN portant le géne fetR a ¢été amplifié¢ par PCR avec les
oligonucléotides PCAENOIF et XNRbis a partir du plasmide pCAITHES (don de S. Rupp)
(Figure 9). Ce fragment porte le promoteur CaENOI du géne de 1'énolase pour diriger
I'expression du geéne tetR en fusion avec le domaine d'activation transcriptionnelle du géne
ScHAP4 (aa 330 a 554), suivi de trois copies de 1’épitope HA de I’hémagglutinine, et du
terminateur du géne ScWHII.

Apres vérification par séquencage, le produit de PCR est ensuite digéré par les
enzymes Clal et Avrll et inséré dans le plasmide Clp10 portant le marqueur URA3. On obtient
un plasmide de 6737 pb. Ce plasmide est linéarisé en coupant le géne RPSI0 par Stul, puis
intégré au niveau du locus RPSI0 dans I’hétérozygote iff3+/- ou iff9+/- [His1", Arg4", Ura3]

par simple recombinaison homologue. Les clones sont sélectionnés sur milieu SC + Histidine.
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Figure 9 : Clonage du systéme Tet-Off en deux étapes (Nakayama et al., 2000). (a) Le
plasmide donneur fournit le géne codant 1’activateur transcriptionnel qui est extrait par PCR
avec les oligonucléotides PCAENOI1F et XNRbis, puis séquencé et inséré dans le plasmide
receveur par restriction enzymatique et ligature. Le plasmide formé portant le marqueur
URA3 est ensuite ouvert par Stul au niveau du géne RPI0 et inséré par recombinaison
homologue par simple crossing-over au niveau de ce locus dans le génome de iff3+/- ou
iff9+/-. (b) Le plasmide donneur fournit le promoteur TR qui est extrait par restriction puis
inséré dans le plasmide receveur portant le marqueur HIS/. L’ensemble marqueur HIS1 et
promoteur TR est extrait de ce plasmide receveur par amplification avec les amorces
tetpromxF et tetpromxR puis inséré dans le génome par double recombinaison homologue.
Le criblage est réalis¢ par PCR sur colonies avec les amorces : 1F9.4354F et Hisdet ou
IF3.4380F et Hisdet.

TetpromxR Sacl

| /|
Pryor WHII 3 \ / //
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L’intégration est vérifiée par PCR sur colonies et 1'expression de la fusion fetR-ScHAP4-
3xHA-ScWHII a été vérifiée par Western blotting grace au tag HA présent sur le fragment
(résultats non montrés). La réintégration du géne URA3 au locus RPS10 permet de rétablir une
expression suffisante pour les tests de filamentation et de virulence in vivo comme démontré

par ailleurs(Brand et al., 2004).

- Construction de la cassette portant le promoteur TR.

Le plasmide p99 CAUI1 (don de S. Rupp) fournit le promoteur TR qui est extrait par
restriction avec les enzymes Smal et Spel puis inséré dans le plasmide receveur pGEM-His
(Figure 9) portant le marqueur HIS/. Le plasmide obtenu est utilis€é comme matrice pour
extraire I’ensemble marqueur HISI et promoteur TR par PCR avec les couples d’amorces
tetprom3F/tetprom3R ou tetprom9F/tetprom9R. Ces amorces Jumbo portent des zones
d’homologie pour une insertion devant IORF [FF3 ou [FF9 sauvage. Le produit
d'amplification a été¢ vérifi¢ par séquencage, puis inséré dans le génome par double
recombinaison homologue lors d’une étape de transformation de C. albicans. Lorsque cela
était possible, ’ensemble de la région promotrice originelle a été remplacé (Figure 10). Ainsi
pour IFF9, la région allant du codon stop de 1’0rf19.4358 en amont de IFF9 jusqu’au 3™
nucléotide avant ’ATG d’IFF9 a été remplacée. La région en amont du géne /FF3 présentait
un autre géne, 1’orf19.4380.1, orienté dans le sens inverse ce qui ne permettait pas d’enlever
le promoteur de /FF3 sans risquer d'enlever le promoteur de 1’orf19.4380.1. Ici, le promoteur

TR a donc été ajouté 3 nucléotides avant le codon d’initiation de la transcription d’/FF3.
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0rf19.4380.1 IEF3

- - .
<1oz4pb>

orf19.4358 IFF9

Codon
Stop

Figure 10 : Schématisation de la région promotrice remplacée par le promoteur TR. Les
génes IFF3 et IFF9 sont portés par le chromosome R. Le triangle bleu représente la zone
remplacée. Elle se situe 3 nucléotides avant I'ATG du gene d’intérét.
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2.2.4. Construction des souches de surexpression des génes IFF portant un tag V5.

Pour cette construction, il a été utilisé un vecteur d’expression (Figure 11) contenant
le promoteur ACT1, la séquence signal de PGAS59 suivie de 1’épitope V5 en phase et les sites
Avrll et Pmll permettant le clonage des séquences codant les /FF. En aval se trouvent le

codon STOP et le terminateur de PGAS9.

2.2.5. - Vérification des clones hétérozygotes ou homozygotes

2.2.5.1. Criblage des transformants par PCR.

Lorsque cela était possible, environ 32 clones ont été vérifiés par PCR sur colonies en
utilisant une amorce « forward » située en amont de IORF a interrompre, une amorce
«reverse » interne a I’ORF a interrompre et une deuxiéme amorce « reverse » interne au
gene URA3 ou ARG4. Pour cette PCR, on utilise la Go Taq Flexi (Promega) et le tampon du

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

Etape température temps
Dénaturation  94°C 5
Hold 94°C Ajout de la Taq polymérase (Promega)
Dénaturation  94°C 20
Hybridation 55°C 20"’
35 cycles
Elongation 65°C 1’ par kb a amplifier
Elongation 72°C 15’

Ceci a permis de vérifier la présence d’un allele du géne sauvage et la présence de la

cassette chez les mutants hétérozygotes obtenus apres la premicre transformation, ou
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Promoteur du géne ACT1

Séquence du peptide signal d’une protéine a ancre

Plasmide GPI
d’expression

pExpV5 Epitope V5

Multisite de clonage permettant D’insertion des
séquences d’intérét codants les domaines
fonctionnels des génes IFF

digestion par Stul . L
Terminateur de transcription

intégration au locus RP10

Figure 11 : Vecteur d’expression utilisé pour la construction des souches de
surexpression des genes /FF portant un tag V5.
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I’absence du geéne sauvage entier et la présence d’une deuxiéme cassette chez les mutants
homozygotes (Figure 7). Ainsi au moins deux mutants provenant de deux transformations

indépendantes ont été conserves.

2.2.5.2. Confirmation de la structure par Southern-blot.

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

Pour cela, 20 a 30 ul d’ADN génomique sont digérés par une enzyme de restriction
pendant une nuit. Aprés migration a 100 volts dans un gel d’agarose de 0,6 a 0,8 % selon la
taille des fragments attendus, le gel est incubé dans un bain de HCl 0,25N pendant 15
minutes. Aprés ringage a 1’eau, le gel est transféré dans un bain de NaOH 0,4N pendant 15
minutes. Puis il est incorporé dans le montage suivant : un pont de papier Whatman imbibé 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 capillarité, entrainant ainsi
I’ADN dénaturé pour permettre son transfert sur la membrane.

La membrane est ensuite rincée trois fois avec du SCC 2X, puis fixée aux UV. Pour
I’étape de préhybridation la membrane est plaquée contre les parois d’un tube a hybridation
en présence de tampon d’hybridation et incubée une nuit dans un four a hybridation a 65°C.

Une seule sonde est utilisée pour distinguer les 3 all¢les (Figure 12). Elle est créée par
PCR selon un programme classique avec un Tm de 50°C et un temps d’¢longation de 2
minutes. Les amorces utilisées sont décrites en annexe. Le marquage est réalisé comme suit. 5
ul du produit de PCR, préalablement purifi¢ sur colonne avec le kit « Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System » (Promega), sont dénaturés 5 minutes a 100°C puis incubés 10
minutes a température ambiante. Le produit de PCR est ensuite ajouté au réactif du kit

« Amersham Megaprime™ DNA Labelling System (GE Healthcare) », puis 3 pul (30 pCi) de
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Figure 12 : Carte de digestion de ’ADN génomique pour le Southern-
blot du mutant iff6-/-. Le trait rouge correspond a I’emplacement de la

sonde qui mesure environ 400 paires de base. Les fleches rouges
correspondent au site de restriction de Clal.
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o**PdCTP (Perkin Elmer) sont ajoutés a la réaction. Cette derniére est incubée 30 minutes a
37°C. La sonde est finalement dénaturée 5 minutes a 100°C avant d’étre mélangée au tampon
d’hybridation en présence de la membrane. L hybridation s’effectue la nuit a 65°C.

La membrane est lavée dans un four a hybridation a 55°C 2 fois 15 minutes avec du
SSC 2X (solution stock 20X 3.0 M NacCl, 0.3 M citrate de sodium, pH7) 0,1 % SDS et 2 fois
10 minutes avec du SSC 0,2X 0,1 %SDS. La membrane est ensuite séchée puis révélée
d’abord a I’aide du Phosporimager et du film Fujifilm® FLA-7000 Storm (GE Healthcare)

puis par autoradiographie a -80°C sur film Kodak® X-Omat AR Film.

2.3- Technique de bioinformatique

2.3.1- Banque de donnée

Les données issues du séquencage du génome de C. albicans, sont disponibles sur le

site de la faculté de médecine de Stanford (http://www.candidagenome.org/).

L’interrogation des banques de données pour la recherche d’homologies au sein des
génomes des champignons séquencées a ét¢ réalisée au sur le  site

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

2.3.2- Analyse des séquences

Apres séquencage les fichiers de séquences sont analysés a l'aide de la suite GCG (GCG
Wisconsin Package (Accelrys Inc., San Diego, CA) utilisée en environnement Unix (interface

Cygwin).
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2.3.3- Réalisation des arbres phylogénétiques

-Evolution des Iffs

Deux méthodes ont été choisies pour le nettoyage des alignements. Pour le premier
arbre, 1’alignement a été réalisé dans ClustalX. Cet alignement a été nettoyé manuellement sur
GenDoc. Cela a généré une séquence de 322 positions alignées. Pour le deuxiéme arbre,
I’alignement a été réalisé avec Muscle et les corrections ont été réalisées sous GBlocks. Cela a
généré 294 acides aminés en 12 blocs (en choisissant 8 acides aminés comme taille minimale
pour les blocks). Les arbres ont été réalisés dans ClustalX en choisissant la méthode du
Neighbourg Joining avec bootstraps et sont visualisés sur NJplot.
-Répartition des Iffs chez les champignons

Les homologues d’/FF2 ont été recherchés dans NCBI. Puis I’alignement a été traité

comme précédemment.

2.3.4- Recherche de modifications post-traductionnelles

Toutes les prédictions ont été réalisées grace aux sites d’analyse consultables sur
ExPaSy. Différents logiciels sont disponibles a différentes adresses selon la
prédiction souhaitée:

Prédiction de la séquence signal (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)

Prédiction du domaine transmembranaire (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/)

Prédiction des N-glycosylations (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)

Prédiction O-glycosylation (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/)

Prédiction d’une 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 données biologiques obtenues apres les tests phénotypiques sont analysées par un
test de Student avec un risque d’erreur de 5% pour vérifier la significativité des résultats. Ce

test est réalisé a 1’aide du logiciel R.

2.4- Analyses phénotypiques

2.4.1 Test en gouttes.

Tous les mutants iff~/- ont été criblés pour leur sensibilité aux agents perturbant la paroi,
leur sensibilité a différents stress et leur capacité a filamenter en utilisant un test en gouttes
sur milieu solide. Auparavant, la concentration inhibant la croissance du sauvage a été
déterminée en testant 12, 24 et 36 ug/ml de Caspofungin ; 1,5, 3 et 5 mM d'H,O,; 30, 50 et
74 ng/ml de CFW et 0,005%, 0,010% et 0,025% de SDS.

Deux clones indépendants de chacun des mutants ont été testés et leur croissance sur
différents milieux a ét¢ comparée a celle de la souche de référence DAY286.
Les souches sont cultivées une nuit a 30°C dans 3 ml de YPD et diluées dans du YPD a une
DOgoonm = 1. On dépose 5 ul (3 ul suffisent sur le milieu SDS) d’une série de six dilutions en
cascade au dixieme sur les milieux suivant :
- SC His (milieu de référence),
- SC His pH 3, pH 10 ou H,0, 7,5 mM (inducteurs de stress),
- SC His SDS 0.001%, CFW 75 pg/ml ou Caspofungin 12 ug/ml (agent perturbant la paroi),
- milieu sérum 5% ou spider (inducteurs de filamentation).
Les boites sont incubées a 37°C et observées apres 24 et 48h, sauf pour le milieu Spider ou il

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

- Résistance a une forte température

Ce test a été réalisé en microplaque de 96 puits dans 150 ul de YPD ensemencé a une
DOy initiale de 0,1. La croissance s’effectue a 37°C, 44°C, et 45°C pendant 16h de culture
sous agitation continue. La lecture de la DOg est faite directement dans le Biotek® toutes les
15 minutes puis analysée avec le logiciel d’acquisition Gen5.
- Résistance a des agents perturbant la paroi

Ces tests ont ¢été réalisés selon le protocole présenté dans la publication de Bates

(Bates et al., 2007). Ce test est réalisé en plaque de 96 puits. Les levures sont ensemencées
dans chaque puits a une DO initiale de 0,01 dans 95 ul de YPD (Figure 13). A cela est ajouté
5 ul de SDS, CFW ou Congo Red en dilutions décroissantes dans chaque puits. Les plaques
sont hermétiquement fermées avec de Parafilm M® (Laboratory Barrier Film), puis incubées
a 30°C sous agitation constante pendant 16 heures. La lecture de la DO est ensuite effectuée

sur le Biotek® décrit plus haut.

2.4.3 Test de survie des levures aprés phagocytose.

Nous avons utilisé la technique du « end point dilution» (Figure 14) qui est un test a
moyen débit réalisé¢ en microplaque (Marcil et al., 2002). Précédemment a 1’expérimentation,
10° macrophages sont inoculés dans 150 ul de D10 et ce une ligne sur deux (la ligne sans
macrophage correspond au témoin d’inoculation des levures) dans une microplaque de 96
puits. Puis la plaque est incubée a 37°C et 5% CO; pendant 24 heures. Les souches de levures
sont cultivées une nuit a 30°C dans 3ml de YPD et le lendemain, les levures sont lavées et
resuspendues dans du D10. 5.10° levures sont ensuite ajoutées aux 50 pul 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 réalise une succession de
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Figure 13 : Test liquide de résistance aux agents perturbants la paroi. Le Congo Red
a une concentration initiale de 500 pg/ml (en rouge), le CFW a C, = 500 pg/ml (en
jaune) et le SDS 1%(en bleu). Les levures sont inoculées dans chaque puits a une DO
initiale de 0,01 dans 95 pl de YPD. Les agents sont ajoutés en dilution décroissante
d’un facteur 2 entre chaque puits. La plaque est incubée a 30°C pendant 16 heures
puis la DO, est lue par le systeme Biotek. Le blanc est relevé dans I'avant derniére
lighe qui contient 100 ul des agents seuls, puis soustrait aux données. Un duplicat
technique est réalisé pour chaque souche.
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Figure 14 : Test de résistance a la phagocytose par les macrophages 1774.2. Les
puits en vert correspondent aux levures seules. Les puits en jaune correspondent aux
cocultures levures + macrophages (MOl initiale = 1:20). Chaque puits contient 150 pl
de milieu D10 seul ou avec 10°> macrophages. Puis 50 pl de cellules de C. albicans
sont ajoutés dans tous les puits selon une concentration décroissante. Un dupliquat
technique est réalisé pour chaque souche.
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concentrations en levures décroissantes d'un facteur 4 entre chaque puits. L’expérimentation
est réalisée en duplicat pour chaque souche. Nous avons opté pour le dénombrement des
colonies ayant échappé a la coculture avec les macrophages. La co-culture est donc incubée
48h a 37°C avec 5% de CO,. Le dénombrement des colonies se fait sous le microscope
optique. Les colonies sont isolées malgré la filamentation importante des levures induite par
les conditions de culture. On compte deux dilutions successives dans les puits ou il est
possible de discriminer les colonies. Les puits sans macrophages correspondant aux mémes
dilutions sont les témoins d’inoculation. Les résultats sont présentés en nombre de colonies en

présence de macrophages rapporté au nombre de colonies sans macrophages x100.

2.4.4 Test d’adhérence des levures sur cellules HeLa.

Cette expérience a été mise au point a partir d’un protocole expérimental utilisé dans
I’équipe de M. Gil et D. Gozalbo a Valencia (Figure 15). Pour cette expérience nous avons
utilisé des plaques 6 puits pour avoir une surface par puits suffisante pour avoir un échantillon
de levures significatif. Les levures sont cultivées une nuit dans du YPD a 30°C. Le lendemain
elles sont diluées a une DOggp de 0,2 dans 5 ml de SC, puis incubées 5 heures pour atteindre la
phase exponentielle (DOgy = 0.8). 4.10° cellules HeLa sont ajoutées a 3 ml de D10 dans
chaque puits pour obtenir des cellules a confluence deux jours plus tard. Le milieu est alors
enlevé et 1 ml d’une suspension a 10* levures/ml de D10 est inoculé dans les 6 puits. Aprés 45
minutes d’incubation a 37°C et 5% de CO,, les puits d’essai sont lavés 3 fois avec 5 ml de
Phosphate-Buffered Saline (PBS) 7.2 (1X) (Invitrogen) témpéré a 37°C. Ensuite, 1 ml de PBS
est ajouté et ’ensemble des cellules est décollé a 1’aide d’un grattoir. Les puits d’essai seront
dilués au cinquieme alors que les puits témoin seront dilués au dixieme. 100 ul de chaque

dilution est étalé sur milieu gélos¢ YPD. Apres 48 heures d’incubation a 30°C, les cellules
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Figure 15 : Test d’adhérence sur cellules HeLa. 10 levures sont inoculées a un tapis de
cellules HeLa a confluence et cela dans chaque puits. Une plaque accueille une seule souche
testée en triplicat technique. Trois puits seront lavés apres une incubation de 45 minutes a
37°C, 5% CO2, puis lavés 3 fois avec du PBS puis ’ensemble des cellules seront récupérées
par grattage et une dilution au 1/5¢me sera étalée sur boite YPD pour le dénombrement. Ce
résultat est exprimé en pourcentage de 1’inoculum de départ qui est produit par les trois puits
restant qui subiront le méme traitement exceptée 1’étape de lavage.
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sont dénombrées. Le nombre de cellules ayant adhéré est exprimé en fonction du nombre de

cellules inoculées.

2.5- Techniques de biochimie

2.5.1- Préparation des fractions

Le culot cellulaire d’une culture de la nuit (100 ml de culture en YNB Nspp0 @ DOgoo =
8-10) est repris, apres lavage en TE, dans 2 ml de tampon de lyse (150 mM NaCl, 50 mM
Tris-HCI1 pH 7,5. Les cellules sont broyées en présence de billes a froid 4 x 20 secondes au
Fastprep®-24 (MP Biomedicals) puissance 6. Les billes et les débris sont ensuite éliminés par
centrifugation a 800 rpm, le surnageant est récolté et les billes sont rincées avec 0,5 ml de
Tampon de lyse. Le lysat est ensuite centrifugé 10 minutes a 4000 rpm a froid. On obtient
deux fractions (Figure 16) :
- le surnageant = S400 est composé des protéines cytoplasmiques et des petits organelles,
- le culot = Cy4p00 comprend la fraction de la membrane plasmique, la paroi et les plus gros
organelles.

La fraction Cyugop est lavée en NaCl 1 M (3 x 5 ml) puis repris en 2 fois dans 0,5 ml de
Tampon d’extraction (50 mM Tris HCI pH 7,5, 100 mM EDTA, 2% SDS, 40 mM £-
mercapto-éthanol), port¢ 5 minutes a 100 °C. Le mélange est alors centrifugé 4 minutes a
4000 rpm, pour donner deux sous fractions :

- le surnageant qui correspond a la fraction SDS et qui contient les protéines membranaires ,
- le culot qui correspond a la fraction pariétale.
Ce dernier est lavé 3 fois dans 10 ml d’eau et le culot est repris dans 500 ml de tampon

NaAc 20 mM pH 4,5. 1l sera digéré en présence de 100 ml de beta-1,6-glucanase (produite au
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Culture d’une nuit +Tampon de lyse ———= Lysat 5 ?entrifugation
a 4000rpm
2-Isolation du cytoplasme et des petits organelles
1> S4000 :protéines cytoplasmiques et petits organelles
2 (4000 : membrane plasmique et paroi ~—————> SDS + c‘:entrifugation
a4000rpm

3-Isolation de la membrane

q > fraction SDS : protéines membranaires

————— = fraction pariétale : solubilisation par la B-(1,6)-glucanase

Figure 16 : Préparation des cellules en vue du Western blot. Cette préparation nécessite 3 étapes
ou se feront la séparation fractionnelle des différents constituants de la cellule.
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laboratoire, Boisramé ef al. 2009) pendant 3 heures a 37°C puis centrifuger 4 minutes a 4000
rpm. Le surnageant est concentré sur Microcon et la moitié sera traitée par une

endoglycosidase H pour éliminer les sucres de la N-glycosylation.

2.5.2- Analyse par Western-blotting

Aprés migration sur gel d’acrylamide a 10% en conditions dénaturantes, les protéines
sont transférées sur membrane de nitrocellulose (Hybond, GE Healthcare). Le transfert
s’effectue dans un appareil de tranfert 4 400 mA pendant une heure dans un tampon de
transfert (Towbin et al., 1979). La membrane est ensuite bloquée dans 10 ml de TBS Tween
(0,05%) EDTA (0,186%) + lait (5%) pendant une heure. L’anticorps primaire est ajouté
suivant la dilution appropriée dans le tampon TBS Tween (0,05%) EDTA (0,184%) + Lait
Réglait (5%) puis incubé sous agitation pendant une heure. La membrane est ensuite lavée
trois fois par du TBS Tween EDTA. L’anticorps secondaire, conjugué avec la peroxydase,
(IgG anti-lapin, GE Healthcare), est ajouté a la membrane, dilué¢ au 1/10000¢éme dans du TBS
Tween (0,05%) EDTA (0,184%) + Lait Réglait (5%). La révélation s’effectue par
chimioluminescence a I’aide 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 été fixées dans 1/8e¢ 37% formaldéhyde pendant 40 minutes et apres
lavages en PBS, elles sont ajoutées a des lames recouvertes de poly-lysine puis bloquées dans

du PBS + 0,5% de BSA et incubées en présence d’anticorps monoclonaux anti-V5 couplés au
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Cy3 (Sigma) 4pg/ml dans du PBS + 0,5% BSA pendant 1 heure dans le noir. Apres des

lavages dans le PBS, le DAPI est ajouté puis rincé avant 1’étape de montage.
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III. Résultats

Chapitre 1 : Analyse génétique de la famille /FF chez Candida

albicans

1.1- Introduction

La premicre étape de ce travail de thése portait sur une analyse des séquences
protéiques des Iffs. Nous verrons dans une premiére partie que cette étude nous a amenés dans
un premier temps a séquencer deux genes : [FF1 et IFF10. Nous avons vérifié in silico la
prédiction d’un ancrage GPI pour ces nouvelles séquences, puis nous avons localisé certaines
protéines Iffs. Enfin, nous avons étudié la conservation de ces Iffs dans d’autres génomes de

levures hémiascomycetes.

1.2- Séquencage des génes IFF1 et IFF10

Les genes de la famille IFF sont tous annotés dans la base de données en ligne CGD

www.candidagenome.org. Dans la version 19, la famille comprend 12 membres, les génes

IFFI1 a IFFI1 et le géne HYRI, précédemment décrit comme induit par la morphogenese en
hyphe.

Deux de ces séquences nous ont pourtant interpellés. Cela nous a amenés a les
séquencer a partir de notre souche de référence BWP17 (Figure 17).

Pour /FF1 (0rf19.5124), la version 19 de CGD avait fusionné deux contigs provenant

du génome de la souche WO-1 (isolat clinique sans rapport avec SC5314 utilisée pour le reste
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Figure 17 : Séquencage des génes IFF1 et IFF10. La nouvelle séquence du gene /IFF10
ajoute une thymine qui supprime le codon stop et rétablit la phase de lecture avec ’ORF
en aval. Cela nous donne une séquence pour /FF10 qui est plus longue et qui sera prédite
pour coder une protéine a ancre GPI. Le géne /FFI posséde quant a lui deux alléles de

tailles différentes ce qui a posé des

http://www.candidagenomedatabase.org/.
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du séquencage). A cet endroit, plusieurs « frame shifts » avaient été introduits pour décaler le
cadre de lecture et ainsi conserver la phase. Le séquencage a révélé une ORF continue et
plusieurs substitutions. Nous avons trouvé des séquences répétées d’environ 138 pb au centre
de I’ORF. Nous avons de plus établi qu’il existait deux alleles de tailles différentes avec une
différence de 366 nucléotides au niveau de la région riche en sérine et thréonine.

Quant a /FFI0 qui correspondait & une petite orfl19.5404 de la version 19, le
séquencage a inséré¢ une base Thymine qui a permis de changer la phase de lecture, et ainsi
d’¢éliminer le codon stop de I’orf19.5404. Celle-ci a alors ¢été fusionnée en phase avec
1’0rf19.5401 chevauchante en aval, rétablissant ainsi pour /FF/0 une séquence longue avec
une région riche en sérine et thréonine plus importante. Nous verrons plus loin que cette

nouvelle séquence porte les motifs de prédiction d’un ancrage GPI.

1.3- Alignement des séquences protéiques des Iffs.

Les protéines Iffs ont pour caractéristique la ressemblance avec le produit du géne
HYRI, a lorigine de cette famille et le premier a avoir été décrit. Nous avons réalisé un
alignement de la séquence en acides aminés des 12 protéines Iffs. Sur ces séquences nous
avons positionné les zones riches en sérine, thréonine, glycine et asparagine grace au logiciel

de prédiction de glycosylations disponible sur le site Expasy (http://www.expasy.org/prosite/).

En analysant cet alignement protéique (Figure 18) on remarque une zone d’environ
350 acides aminés N-terminaux fortement conservée qui définit la famille /FF (Figure 19).
Cette région conservée ne présente aucune homologie avec des domaines fonctionnels connus
et pourrait donc étre a I'origine d’une spécificité protéique chez C. albicans.Cette zone
précede une région peu conservée et de longueur variable, riche en sérines et thréonines. Ces
acides aminés prédisent une forte O-glycosylation de ces protéines. La séquence se termine
par une région C-terminale courte et de longueur variable entre les Iffs, prédite dans la

littérature pour porter le plus souvent (sauf dans le cas d’Iff7 — mais voir plus bas) un motif
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Figure 18 : Alignement de la séquence protéique des Iffs avec prédiction des zones de
glycosylation (Sérine ou Thréonine). La partie N-terminale (aa 340 — 350) est trés
conservée (voir Figure 19) et suivie d’une zone riche en sérine (en violet) et thréonine
(orange) de longueur variable. La protéine se termine par une courte séquence C-
terminale de longueur variable (d’aprés Scan Prosite : http://www.expasy.org/tools/
scanprosite/).
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Figure 19 : Alignement de la zone de similarité des Iffs. Voici un alignement des 440 premiers
acides aminés de la séquence des Iffs réalis¢ avec GenDoc. Les 350 premiers acides aminés
montrent une treés forte conservation entre eux. C’est la base de la famille Iff. Le pourcentage
d’homologie est marqué par un gradient de couleur : rouge (100%), orange (80%) et jaune
(60%). le consensus est noté par des chiffres : 1 (DN), 2 (EQ), 3 (ST), 4 (KR), 5 (FYW) et 6

(LIVM).
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d’attachement d’ancre GPI. Pour aligner les Iffs entre elles, nous avons réalis¢ des
alignements qui ont été nettoyés de deux fagons différentes. L’un manuellement (Figure 20a)
avec GeneDoc et ’autre automatiquement (Figure 20b) avec GBlocks. Cela a généré dans le
premier cas 322 positions alignées et dans [’autre 294 positions. Les arbres (NJ plot) ont le
méme profil et suggerent des relations de proximité relativement slires et d’autres incertaines.
Tout d’abord nous pouvons conclure que des duplications successives ont mené aux genes
Iff4, puis Iff5 puis Iff3 et Iff9. Cependant il reste une incertitude concernant leur ancétre ainsi
que celui des geénes 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 suggerent fortement
que I’éveénement le plus ancien au sein de la famille concerne Iff10 et Iffl1 : celles-ci
semblent avoir divergé les premicres par rapport au reste de la famille, lors d’un premier
évenement de duplication survenu chez leur ancétre commun.

Nous avons ensuite voulu savoir si cette famille était présente chez d’autres

champignons, et dans quelle mesure elle était conservée.

1.4- Répartition des IFF chez quelques champignons.

La recherche d’orthologues des geénes IFF chez tous les eucaryotes a produit 1’arbre
présenté figure 21. Deux principales conclusions peuvent découler de son examen. Tout
d’abord, les seuls eucaryotes qui possedent des orthologues des /FF dans leur génome sont les
especes tres proches de C. albicans, ¢’est a dire C. dubliniensis, C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. lusitianiae, C. guillermondii et Lodderomyces elongisporus (non représentées ici). La
présence d’orthologues chez Pichia stipitis montre que cette famille peut aussi étre présente
chez des especes non pathogenes pour ’homme. On ne retrouve pas par contre d'orthologues
dans les génomes de Debaryomyces hansenii ou de Pichia farinosa, suggérant que cette

famille a été perdue par certaines especes du clade des levures CTG (Figure 22).
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Figure 20 : Evolution des Iffs. Les arbres ont été réalisés a partir d’alignements
nettoyés a I’aide de deux logiciels différents. (a) Alignement réalisé avec Clustal X puis
correction manuelle des gaps avec GeneDoc aboutissant a 322 aa. (b) Alignement
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1000 permutations. Comme démontré par ces deux arbres qui ont le méme profil,
I’origine des protéines Iff4, Iff5, Iff3 et Iff9 semble probable. Par contre il existe une
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Figure 22 : Distribution des familles de génes /FF parmi les espéces du clade CTG.
Chez les especes dont nous avons la séquence, la présence de la famille /FF est indiquée par une

pastille rouge, I’absence par une croix rouge. L’arbre des levures du clade CTG est extrait de la
publication Tsui et al., 2008.
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Deuxiémement, en regardant plus en détail, on remarque que les geénes /FF d’une méme
espece sont regroupés. On aurait en effet pu avoir un regroupement des genes par type d'Iff
mais ce n’est pas le cas. Cela suggere donc que la famille aurait évolué apres la spéciation,

sauf dans le cas du couple C. albicans/C. dubliniensis qui a divergé récemment.

1.5- Prédiction in silico de ’ancrage GPI

Les études de prédiction de 1’ancrage GPI et de localisation des protéines Iffs ont été
réalisées grace a une collaboration avec Anita Boisramé.

Suite a I’obtention de leurs nouvelles séquences, nous voulions savoir si les deux
protéines Iff1 et Iff10 pouvaient porter un motif d’ancrage GPI et aussi visualiser les signaux
d’adressage et d’ancrage des autres Iffs prédits par la littérature. Cette étude in silico a été
réalisée en regroupant plusieurs informations données par différents logiciels disponibles dans
différents sites notamment sur un site danois proposé dans Expasy ou sur des sites comme
GPI-SOM, big-PI et PredGPI pour la prédiction de ’ancre et du site Omega :

- Prédiction de la séquence signal (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Cette

séquence signal amino-terminale est commune aux bactéries et aux eucaryotes et
permet chez ces derniers 1’envoi de la protéine au réticulum endoplasmique, premiére
¢tape de la voie de sécrétion.

- Prédiction 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 a la protéine de s’ancrer dans la membrane du réticulum. Il mesure au
minimum 20 acides aminés mais, lorsqu’il ne mesure que 15 acides aminés et qu’il
n’est pas trés hydrophobe, il peut faire partie du signal d’ancrage GPI et étre clivé

pour permettre I’attachement de la protéine sur 1’ancre.
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Prédiction des sites de N-glycosylations (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

On recherche des motifs Asn-X-Thr/Ser, car la N-glycosylation s’effectue sur I’ Asn.

Prédiction des sites de O-glycosylation (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) :

On recherche des régions riches en sérines et thréonines car elles sont le lieu des O-

glycosylation.

Prédiction d’une 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 prédisent une ancre

GPI par des méthodes différentes.

Protéine Peptide N-glycosyl. O-glycosyl. Domaine Site o Taille
signal hydrophobe totale (aa)
If1 +(20-21)  3/8 sites 200 7 1541-1561 1539 1562
Iff2 +(20-21) 11/40sites 160 7 1228-1248 1224 1249
Iff3 +(20-21)  1/5 sites 32 Non (12) 7918 941
Iff4 +(20-21)  0/3 sites 4 ? 1506-1525 1501 1526
Iff5 +(20-21) 1/10sites 31 7 1287-1307 71286 1308
If16 +(19-20) 7/21 sites 181 7 1065-1085 71064 1086
Iff7 +(20-21) 2/12sites 6 +1202-1224 Pas de GPI 1225
I8 +(19-20)  2/6 sites 134 Non (6) 7 688 714
If19 +(20-21) 0/9 34 Non (12) 7918 941
Iff10 +(19-20)  2/8 sites 66 ?71223-1243 71219 1244
Iff11 +(19-20)  1/1 site 48 Non Pas de GPI 511
HYRI1 +(20-21) 9/13 sites 53 7 899-918 895 919

Tableau 3 : Prédiction in silico d’un ancrage GPI.
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Le site danois (CBS) a permis de rechercher la séquence signal, les sites de
glycosylation et le domaine hydrophobe. Le site Oméga a été recherché sur PredGPIL.
Les « ? » indiquent que tous les programmes cités dans ce paragraphe ne prédisent pas tous la
méme chose. Le site de clivage du peptide signal s'il est présent (+) est indiqué dans la
colonne "Peptide Signal" et la position du site de coupure du pécurseur est indiquée entre
parenthéses. Deux chiffres sont donnés pour les sites de N-glycosylation : le 1 correspond
aux sites a trés forte probabilité, le second aux sites possibles. On a indiqué dans la colonne
« Domaine hydrophobe » la prédiction pour un domaine transmembranaire (« ?» Si peu
probable, « Non » si <20 acides aminés avec entre parenthése le nombre d'acides aminés
hydrophobes, « +» si présent) et la position de la séquence hydrophobe C-terminal quand elle

existe.

Toutes les protéines sont prédites pour étre dirigées sur la voie de sécrétion. Iff4 et 7
sont prédites pour étre plus faiblement glycosylées que les autres protéines de la famille.
Seules Hyrl, Iff1, Iff2 et Iff4 rassemblent clairement toutes les caractéristiques attendues pour
une protéine a ancre GPI. Iff7 est prédite pour comporter un domaine transmembranaire (c’est
le seul qui soit valid¢é par TMHMM) et pourrait donc étre ancrée directement dans la
membrane par ce domaine, malgré la prédiction d’un ancrage GPI par big-PI et GPI-SOM,

mais non retenu par PredGPI (http://gpcr.biocomp.unibo.it/predgpi/pred.htm) décrit comme

un bon prédicteur (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. L’absence de
domaine hydrophobe terminal dans le cas d’Iff3, 8 et 9, associée a une probabilité de présence
du site Omega faible pour big-PI mais forte pour PredGPI (>99%) suggere que la localisation

de ces protéines (sécrétées ou solubles) doit étre confirmée expérimentalement. Enfin GPI-
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SOM, big-PI et PredGPI ne prédisent pas 1’existence d’un site Omega, ce qui est en accord

avec les résultats publié¢s indiquant qu'lff11 est une protéine sécrétée (Bates, 2007).

1.6- Localisation in vitro des protéines Iffs.

Nous avons localisé ces protéines chez des souches exprimant chaque Iff sous controle
du promoteur fort pACTI et en fusion avec une étiquette V5 pour la détection par Western-
blot (voir Matériel et Méthodes). Ces souches surexpriment les protéines Iffs sans quoi on ne
pourrait pas les visualiser puisque elles sont exprimées a un niveau indétectable dans nos
conditions (voir Chapitre 4).

Des préparations de paroi de ces différentes souches ont été traitées au SDS en
présence de PB-mercaptoéthanol et a 100°C pour les débarrasser des protéines non attachées de
facon covalente et des protéines membranaires. Apreés digestion par une B-(1,6)-glucanase
(extrait les protéines liées aux B-(1,6)-glucanes) ou a la fois par une B-(1,6)-glucanase et une
endoglycosidase-H (¢limine les N-glycosylations), les protéines libérées sont séparées sur gel
et mises en évidence par un anticorps anti-VS5. Les résultats présentés sur la Figure 23
indiquent que les protéines Iff3, Iff5, Iff6 et Iff8 se retrouvent dans la fraction pariétale
digérée par la B-(1,6)-glucanase et bien que ce test ne soit pas quantitatif, on peut constater un
changement de poids aprés un traitement par I’endoglycosydase H. Ce sont donc toutes des
protéines pariétales.

La protéine Iff2 a quant a elle été localisée dans la membrane (Figure 24). Pourtant la
localisation par immunomarquage sans ¢tape de perméabilisation de la paroi nous permet tout
de méme de la localiser a la surface. Une hypothése pour expliquer cela serait que sa
conformation serait liée a sa forte glycosylation qui D’étirerait jusqu’en surface. Cette

expérience réalisée sur Iff2 sera par la suite étendue a toutes les protéines Iffs de cette étude.
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Figure 23 : Western blot des souches de surexpression d’/FF3, IFFS5, IFF6 et IFF8. Dans
les puits se trouvent de gauche a droite, la fraction S4000 (protéines cytoplasmiques et petits
organelles), la fraction SDS (protéines membranaires), la fraction Paroi seule, la fraction paroi
digérée par la B-1,6-glucanase (protéines a ancre GPI) et la fraction paroi digérée par
I’endoglycosydase H (¢élimination de la N-glycosylation).
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Figure 24 : Localisation de la protéine Iff2 portant un tag V5. (a) Western blot de
la souche de surexpression d’IFF2. Dans les puits se trouvent de gauche a droite, la
fraction S4000 (protéines membranaires et pariétales attachées par des liaisons non-
covalentes), la fraction Paroi seule et la fraction paroi digérée par la -1,6-glucanase
(protéines a ancre GPI). (b) Immunofluorescence des cellules surexprimant la
protéine Iff2 portant un tag V5. Aucun traitement préalable de perméabilisation de la
paroi n’a eu lieu. Donc ici nous visualisons en rouge les protéines localisées en
surface.
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Conclusion

Les prédictions phylogénétiques ne permettent pas d’enraciner 1’arbre. Par contre,
elles nous montrent qu’/FF10 et IFF11 sont ceux qui ont le moins subi d’événement de
duplication, et que d’un autre c6té [FF4, IFF5, IFF3 et [FF9 sont issus d'un ancétre commun.
Cette famille génique se retrouve chez les espéces proches de C. albicans et semble étre plutdt
spécifique des espéces pathogenes, ce qui justifie que nous approfondissions son étude.

La somme des prédictions in silico nous donne une information qui n’est pas fiable a
100%. I1 était donc nécessaire d’effectuer des tests biochimiques. Nous avons donc confirmé
que les protéines Iff3, Iff5, Iff6 et Iff8 sont pariétales, alors qu’Iff2 est membranaire (Figure
25). Ces observations directes de localisation sont systématiquement en accord avec les
prédictions de PredGPI ce qui nous permet de penser que c’est un logiciel de prédiction plus
fiable que GPI-SOM ou big-PI. Les tests de localisation par immunofluorescence ont par
ailleurs permis de préciser que bien qu’étant membranaire, [FF2 ¢était accessible par
I’anticorps anti-V5 en surface, comme montré par le témoin Iff2-V5A sans sa partie centrale,
cela semble étre 1i¢ a sa glycosylation. Les sucres feraient un espace autour de la protéine,
permettant 1’acces de I’anticorps anti-V5 jusqu’a la partie N-terminale portant le tag V5. Pour

compléter cette étude il reste a cloner et localiser les protéines Iff1, Iff4, Iff7, Iff9 et Iff10.
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Figure 25 : Schéma récapitulatif de la localisation des protéines Iffs : 3 cas
possibles.

La localisation d’Iff11 provient de la publication Bates et al. (Bates et al., 2007).
Les protéines Iff2, Iff3, Iff5, Iff6 et Iff8 ont été localis¢ par Western blot lors de
cette ¢tude. Iff3, Iff5 et Iff6 sont des protéines pariétales. Iff8 est une protéine
pariétale qui n’affleure pas la surface cellulaire tandis que la protéine Iff2 est
membranaire mais cependant sa structure lui permet d’affleurer la surface.
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Chapitre 2: Création des mutants iff-/-

2.1 Introduction

La deuxieme partie de ce travail consistait a obtenir la banque compléte de mutants
homozygotes iff-/- chez le diploide strict C. albicans.

Alors que la manipulation génétique chez S. cerevisiae est aisée, I’absence de cycle
sexuel complet chez C. albicans, la diploidie, les faibles fréquences de transformation et
l'existence d'un code génétique alternatif compliquent 1’utilisation des outils moléculaires.

- Une méthode d’interruption par « Ura-blaster », basée sur 1’utilisation d’une cassette
recyclable URA3, a été développée il y a une quinzaine d’année pour permettre la
transformation séquentielle d’une souche auxotrophe pour I'uracile (Fonzi & Irwin, 1993). Si
cette méthode présente 1’avantage de permettre la création de mutants multiples, elle nécessite
toutefois la régénération de son marqueur en ajoutant dans le milieu de l'acide 5-
Fluoroorotique (5-FOA). Ce dernier est transformé en 5-Flurouracile qui est toxique pour les
cellules exprimant le gene URA3 et permet donc de sélectionner des révertants Ura-.

- Une autre méthode plus rapide a été développée par la suite. Elle repose sur I'utilisation
d’une cassette UAUI1. Cette cassette apporte potentiellement deux marqueurs de sélection
(ARG4 et URA3) puisqu’elle porte le gene ARG4 entouré des régions 3’ et 5° du géne URA3.
Elle est insérée par double recombinaison homologue a la place d'un all¢le en sélectionnant le
phénotype Arg+, puis I’hétérozygote obtenu pourra devenir homozygote pour le géne cible
par homogénotisation de 1’allele marqué par la cassette UAU1. L’excision de ARG4 d'un des

deux alleles permet alors de restaurer un phénotype Ura+ et de sélectionner I’inactivation du
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second all¢le, aprés une seule étape de transformation de C. albicans (Enloe et al., 2000). Le
probléme de cette méthode est que nous ne maitrisons pas complétement les événements de
recombinaison. En effet elle sélectionne les transformants pour lesquels une conversion de
gene, un double crossing-over ou une erreur de ségrégation lors de la mitose a rendu la souche
homozygote pour la cassette de disruption.

- Pour éviter les mutations aléatoires obtenues avec le systéme précédent, un systeme de
transformation basé¢ sur la PCR a ¢été développé sur le modele de ce qui se fait chez S.
cerevisiae. L utilisation de la souche triple auxotrophe BWP17 [ura3’, hisl’, arg4 | permet de
générer des doubles mutants simplement aprés deux étapes de transformations successives,
sans passer par 1’étape de régénération d’un marqueur de sélection unique. Nous avons donc
choisi d’utiliser cette derniére méthode que nous décrivons plus en détail dans la partie
Matériel et Méthodes.

Un probléme commun a toutes ces techniques apparait cependant lors de ’utilisation
in vivo de ces mutants puisque 1’auxotrophie pour 1’uracile affecte 1’adhérence de C. albicans
sur tissus humains, ainsi que sa virulence dans un modele d’infection systémique chez la
souris (Bain ef al., 2001; Lay et al., 1998). La mauvaise expression du géne URA3 a un locus
ectopique ou dans un environnement défavorable (Sharkey, 2005) pose donc un probléme
pour les méthodes de disruption utilisant URA3 comme marqueur de sélection. Cela peut
toutefois facilement étre résolu par I’ajout d’Uridine dans le milieu ou par la réintégration du

geéne URA3 au locus RPS10 qui permet une forte expression d’URA3 (Brand, 2004).

2.2 Transformation basée sur un produit de PCR Jumbo.

Les cassettes d’interruption ont été construites par PCR Jumbo comme détaill¢ dans la
partie Matériel et Méthodes. Parfois, plusieurs transformations ont €té nécessaires avant
d’obtenir des clones positifs. Lorsque cela était possible, 32 clones ont été réisolés puis

vérifiés apres chaque étape (transformation par la cassette ARG et sélection pour la cassette
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URA) par PCR sur colonies. Au moins 3 clones positifs en PCR ont été conservés a -80°C.
Pour chaque géne, nous avons construit des homozygotes (Tableau 4) a partir de deux

hétérozygotes distincts pour pouvoir comparer par la suite deux mutants indépendants.

Mutants chromosome génotype Origine
iff1-/- Chr 7 Homozygote [His-, Arg+, Urat] BWP17
iff 2-/- Chr 5 Homozygote [His-, Arg+, Urat] BWP17
iff 3-/+ Chr R Hétérozygote [His-, Arg+, Urat] BWP17 systeme Tet-Off
iff 4-/- Chr R Homozygote [His-, Arg+, Urat] BWP17
1ff5-/- Chr4 Homozygote [His-, Arg+, Urat] BWP17
iff 6-/- Chr 2 Homozygote [His-, Arg+, Urat] BWP17
iff 7-/- Chr R Homozygote [His-, Arg+, Urat] BWP17
iff 8-/- Chr 5 Homozygote [His-, Arg+, Urat] BWP17
iff 9-/+  ChrR Hétérozygote [His-, Arg+, Ura+] BWP17 systéme Tet-Off
iff 10-/-  Chr3 Homozygote [His-, Arg+, Urat] BWP17
iff 11-/- Chr3 Homozygote [His-, Arg+, Urat] BWP17

Tableau 4 : banque des mutants iff~/- construits pour ce travail.

On notera que les disruptants homozygotes d'/FF1 ont ét¢ obtenus sans difficulté, infirmant
ainsi l'annotation de CGD: "possibly an essential gene, disruptants not obtained by UAUI

method" (http://www.candidagenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=IFF1).
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2.3 Analyse des mutants

2.3.1. Vérification du génotype par Southern blot

Nous avons ensuite vérifi¢ par Southern blot entre 4 et 5 mutants homozygotes pour
chaque géne. Les enzymes utilisées lors de la digestion d’ADN génomique ainsi que la taille
des bandes attendues apres révélation du Southern blot sont présentées dans le tableau S et

les gels sont dans la figure 26.

mutant enzyme de restriction  alléle sauvage allele ARG4 allele URA3
iffl-/-  HindIll 2901 ou 3270 pb 2246 pb 5271 pb
iff2-/-  HindIll 5841 pb 2598 pb 3863 pb
iff4-/-  HindIll 5090 pb 1574 pb 7219 pb
Iff5-/- Syl 6629 pb 5076 pb 3929 pb
iff6-/-  Clal 5472 pb 2989 pb 3744 pb
iff7-/-  BstX1 2528 pb 1685 pb 3112 pb
iff8-/-  HindIll 3180 pb 4654 pb 11531 pb
iff10-/-  Hpal 1941 pb 1661 pb 2795 pb
iffl1-/-  Xbal 4668 pb 1243 pb 5360 pb

Tableau 5 : Taille attendue dans ’analyse par Southern blot des mutants iff-/-. Le
gene [FF1 a deux all¢les de tailles différentes, cela ne donne qu'une taille attendue lorsqu'il

est interrompu par ARG4 ou URA3.

Cette technique étant assez lourde a mettre en place pour tous ces mutants, nous avons
allégé un peu I’expérimentation en utilisant une seule enzyme de restriction et une seule sonde
par mutant pour discriminer les trois types d’alléles (voir Matériel et Méthode). Bien que les
sondes aient été purifiées sur gel, le Southern-blot des clones iff7-/- présente de nombreuses

bandes aspécifiques. La membrane a subi une deuxieme série de lavage en SSC 2X 1.0% SDS
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mais cela n’a pas enlevé les bandes parasites. Dans certains cas, il a donc fallu recommencer
le Southern-blot. Nous avons également commandé de nouvelles sondes, 100 pb plus grandes.
Cela a amélioré¢ la qualité des révélations.

Sauf dans le cas des geénes [FF3 et IFF9 qui sont détaillés plus loin, des homozygotes
mutants ont donc bien été obtenus pour tous les geénes et une premiere analyse phénotypique

de ces souches a été réalisée.

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

Tests en gouttes

Excepté Iff11 qui est secrétée (Bates, 2007), Iff2 qui est membranaire et Iff7 qui ’est
sans doute aussi d’apres les prédictions in silico, les autres protéines Iffs sont potentiellement
transférables de leur ancre GPI membranaire a la paroi. Elles pourraient donc jouer un role
dans I’architecture et 1’intégrit¢ de la paroi dans ces deux localisations. Pour tester cette
hypothese, la sensibilit¢ des mutants iff~/- de C. albicans a différents agents perturbant la
paroi a été testée en milieu gélosé.

Nous avons utilisé¢ le test en gouttes pour détecter les modifications de la paroi, les
réponses aux stress, et les défauts de morphogenese.
La morphogenese a été testée sur milieux solides Spider et sérum (5%) a 37°C; les
observations ont ¢été effectuées a 2 ou 3 jours.
Les modifications de la paroi ont été testées sur milieu YPD + SDS, YPD + Calcofluor White
et YPD + Caspofungine. Ces trois composants permettent de visualiser différents défauts
parié¢taux. Le SDS pénetre plus facilement une paroi défectueuse, désorganise la membrane
plasmique et entraine la mort de la cellule par fuite des ¢électrolytes. Le CFW est un colorant
qui permet de visualiser les levures ayant une anomalie de structure de leur paroi car il entre
en compétition avec les B-(1,3)-glucanes pour I’attachement de la chitine ce qui induit la mort

cellulaire par choc osmotique. Une souche dont la paroi est défectueuse compense souvent ce
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défaut par une augmentation de son taux de chitine pariétale : ces mutants seront donc plus
sensibles au CFW. La Caspofungine est un antifongique qui agit en inhibant la fonction de la
B-(1,3)-glucane synthase. Si une protéine est impliquée dans la biosyntheése de la paroi,
I’absence de cette protéine pourrait désorganiser la paroi provoquant ainsi des effets indirects
chez ce mutant comme une plus grande sensibilité a la Caspofungine et a certains stress.

La réponse des mutants a différents stress environnementaux a également été testée, tels
que les stress pH (pH3 et pH10) ou le stress oxydatif (sensibilité¢ a H>O,).

Les tests en gouttes ont été¢ répétés deux fois sur deux mutants indépendants. Les
résultats de I’étude globale des mutants iff~/- chez C. albicans montrent que les protéines Iffs
ne sont impliquées ni dans la morphogenése, ni dans les réponses aux stress testés, ni dans
I’intégrité de la paroi. Par ailleurs des tests de filamentation en milieu liquide de Lee n’ont
montré aucun retard, ni hyperfilamentation, ni méme d’agrégation des cellules entre elles.

Parfois les clones homozygotes retenus ont montré un phénotype différent. Le mutant
iff8.3.4-/- a montré une hypersensibilité pour la Caspofungine et le Calcofluor White (Figure
27). Les autres clones testés n’ayant pas le méme phénotype, il est peu probable qu’une
mutation ait pu rétablir le phénotype sauvage chez tous les autres clones. Ces résultats tendent
a indiquer que la sensibilité du mutant iff8.3.4 n’est pas due a I’inactivation du géne IFF$§
mais résulterait d’un effet secondaire de la transformation, comme par exemple l'induction de
mutations ou de remaniements chromosomiques lors de la transformation. Cette hypothese
pourrait étre vérifiée en montrant que la complémentation d’iff8.3.4-/- par I’all¢le sauvage ne
modifie pas la sensibilité a la Caspofungine et au Calcofluor White.

Les clones iff5.2.11, iff5.2.14, iff5.4.1 et iff5.5.6 ne présentent pas un phénotype
homogéne lors des tests en gouttes (Figure 28). Dans le doute et par manque de temps, nous
avons préféré écarter ce géne et les mutants correspondants de la suite de notre étude.

Tests en milieux liquides
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Figure 27 : Analyse du mutant iff8-/-. Tous les mutants iff-/- ont été analysés en tests en
gouttes. Le clone iff8.3.4-/- a montré un phénotype sur Caspofungin et Calcofluor White
(CFW). Les mutants iff8.1.4-/- et iff8.2.1-/- semblent étre légerement sensible au SDS
concentré a 0.012%.
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Figure 28 : Analyse du mutant iff5-/-. Deux phénotypes différents sont observables en tests en
gouttes sur milieu Caspufungin, Calcofluor White (CFW) et Sodium Dodecyl Sulfate (SDS). Les
mutants vérifiés en Southern-blot sont en gras, et les mutants présentant une hypersensibilité de la
paroi sont en rouge. Il semblerait qu’un retard de croissance soit aussi observable sur le milieu
minimum témoin.
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La croissance des mutants en milieu riche a été testée en suivant la cinétique de
croissance sur 16h a 37°C dans du YPD. Toutes les souches poussent de facon égale et
homogéne (Figure 29). L’adaptation a une forte température a été testée par une culture de
nuit en milieu riche. Tout d’abord nous avons test¢ une température de 44°C. A cette
température la souche sauvage arrive a une DOgoo de 0.5. Les mutants semblent avoir atteint
un plateau un peu avant. Par ce test de simple lecture de la densité optique, nous n’avons
aucune information sur la viabilité, donc nous aurions pu faire un dénombrement sur boite a la
sortie du test avec un inoculum de départ comme référence.

Notre mutant iff7/-/- n’avait jusque 1a montré aucun phénotype alors qu’il a été publié
par le groupe d'Aberdeen (Bates et al., 2007) une étude montrant des phénotypes en milieu
liquide pour trois agents perturbant la paroi : le SDS, le Calcofluor White et le Rouge Congo
(Figure 30). Deux types d'hypothéses peuvent rendre compte de la différence de nos résultats
et des siens. Premi¢rement, nous n’avions pas testé les deux premiers agents cités exactement
dans les mémes conditions que Bates ef al.. Nous avions en particulier réalisé les tests en
milieux solides. En admettant que la protéine Iffl11 soit secrétée, elle a peut-Etre une action
spécifique en milieu liquide. La deuxiéme hypothése repose sur 1’existence éventuelle de
différences dans le fond génétique des souches utilisées pour construire le mutant et dans la
maniere de les construire. S. Bates et al. ont construit leur mutant iff7/-/- par Ura-blaster dans
la souche CAI-4, parente de la souche BWP17 que nous avons transformée par la technique
des PCR Jumbo. Nous sommes donc partis de deux souches parentales différentes, méme si
BWP17 est directement dérivée de CAI-4 par deux transformations successives. Par ailleurs,
nous n’avons pas eu recours a la méme technique d’interruption de genes.

Nous avons donc reproduit I’expérience décrite dans la publication de Bates et al., en
utilisant leurs souches mutante et complémentée. Bien qu’il n’ait pas ét¢é mentionné de

résultats concernant les tests d’intégrité de la paroi sur les souches mutantes pour le geéne
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Figure 30 : Comparaison de phénotypes de sensibilité de différents mutants iff11-/-. (a)
Résultats de test de sensibilité du mutant iff7/-/- pour différents agents perturbant la paroi obtenus
par Bates. wild type (onoir), iff1/A (O), reintegrant (A), iff1]/A-surexprimant /FF1] (Anoir) et
iff11A- surexprimant [FF11-V5 (¢). (Bates) (b) Résultats obtenus au laboratoire avec les souches
iff11 de Bates et iff4 Kempf et avec nos mutants. L’expérience a été répétée deux fois.
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IFF4, nous avons également testé dans ces mémes conditions le mutant iff4-/- utilis¢ dans la
publication de Kempf et al., ainsi que leurs souches complémentées et notre mutant iff717-/-.
Les résultats obtenus par Bates ef al. n’ont pas pu étre reproduits dans nos conditions avec
leur mutant, pas plus qu'avec notre mutant iff7/-/- (Figure 30). Le mutant iff4-/- utilisé par
Kempf et al. n’a lui non plus montré de phénotype dans ces conditions. Il semblerait donc
qu’il y ait d'autres parametres a prendre en compte, reflétant peut étre la qualité des
composants utilisés pour les milieux ou les tampons qui sont parfois inconstants en fonction
du lot. Il faudrait sans doute tester un nouveau mutant iff7/-/- afin de s'assurer que le résultat
observé est reproductible, indépendamment de la souche ou de variabilités liées au
laboratoire, pour étre certain que le phénotype observé est bien lié¢ au couple « inactivation du

gene cible-effet ».

Conclusion

Dans cette ¢tude nous avons recherché a mettre en évidence une contribution des
protéines pariétales Iffs a la morphogenése, a la réponse aux stress, et a la biogenese de la
paroi. Nos travaux montrent qu’aucun des produits des genes IFF1, IFF2, I[FF4, IFF6, IFF7,
IFF8, IFF10 et IFF11 pris indépendamment n’a d’effet majeur sur ces trois processus. Le fait
qu’Hyr1 soit induit en condition de filamentation pouvait suggérer qu’un autre membre de sa
famille puisse étre impliqué dans la morphogenése. Mais, de méme qu’un défaut d’Hyrl ne
bloque pas la morphogénese (Bailey et al., 1996), un défaut dans 1’une des protéines Iff
testées n’a pas d’incidence sur la morphogénese. Des résultats de puces avaient montré que
IFF1 et I[FF7 étaient régulés par Rim101, régulateur transcriptionnel impliqué dans la réponse
au stress pH (http://www.candidagenome.org/) : cela suggérait que les mutants auraient pu
étre sensibles au pH, ce qui n’est pas le cas. Enfin, méme s’il était a priori étonnant qu’Iff11,

en tant que seule protéine secrétée de la famille, soit importante pour la structure de la paroi
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(Bates et al., 2007), cela nous laissait espérer que d’autres membres de sa famille pouvaient
étre impliqués eux aussi dans la résistance aux agents perturbant la paroi. Nous n’avons
observé aucun des phénotypes habituellement associés a un défaut de biogenese de la paroi, y
compris dans le cas du mutant iff717-/-.

Cette absence de phénotype résulte peut-étre de la stratégie que nous avons choisie, a
savoir interrompre un seul géne a la fois. Il a été souligné dans D’introduction que
I’observation d’un phénotype di a I’absence d’une protéine pouvait étre trompeur lorsque 1’on
¢tudie une famille de génes ou on s’attend a avoir des redondances fonctionnelles. Par ailleurs
C. albicans a montré qu’elle était un organisme treés résistant et qui s’adapte trés facilement a
différents environnements. Il n’est donc sans doute pas étonnant que 1’absence d’une protéine
parmi plusieurs affecte peu I’organisme, sauf si cette protéine avait acquis une fonction non

compensable par ’'une des autres. Cela ne semble pas étre le cas.
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Chapitre 3 : Cas particulier des génes IFF3 et IFF9

3.1 Introduction

Lors de la création de la banque de mutant iff-~/- nous avons parfois été obligés de
répéter les transformations plusieurs fois jusqu’a obtenir des clones positifs. Cela a toujours
abouti a I’obtention des mutants désirés, sauf lors de la construction des homozygotes iff3-/
et iff9-/-. Nous avons donc émis deux hypotheses : soit la technique de disruption utilisée
n’¢était pas adaptée a ces genes, soit ces genes €taient essentiels a la viabilité de cette levure.
Dans ce chapitre, je détaillerai les approches complémentaires que j'ai testées pour étudier

l'effet d'une inactivation de ces deux geénes particuliers.

3.2 Similarité des geénes IFF3 et IFF9

L’alignement de ces deux séquences a montré 99% d'identité nucléotidique entre ces

deux ORFs. Cela complique évidemment le dessin d’amorces discriminantes (cf annexe).

3.3 Disruption par la méthode classique de PCR jumbo.

Si les hétérozygotes ont été obtenus bien que difficilement, puisqu’aprés 6
transformations 3 clones seulement ont été obtenus pour chacun des genes, les homozygotes
n’ont jamais pu étre obtenus par la méthode de disruption utilisée pour les autres genes IFF.
L’obtention de clones visiblement prototrophes pour 1’arginine ou 1’uracile nous laissait
penser que la cassette d’interruption s’insérait préférentiellement & un mauvais locus. Pour
s’affranchir de I’homologie entre les deux locus et encourager la disruption du second all¢le,
nous avons amplifié la cassette de disruption a partir du génome de la souche hétérozygote,

Par exemple pour inactiver 1’alléle sauvage d’un mutant hétérozygote iff3+/- [Arg’, Ura’, His’
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], nous avons amplifié la région URA3 d’un mutant iff3+/- [Arg’, Ura’, His'] pour créer une
grande cassette qui devait s’insérer au locus, et donc remplacer I’all¢le sauvage restant dans la
souche /FF3+/-. Cette variante ne permettant toujours pas d’obtenir les homozygotes, nous
avons décidé de créer un mutant conditionnel en plagant I’all¢le sauvage restant sous contrdle
d'un promoteur répressible, le promoteur Tet-Off avec I’hypothése de travail que ces 2 genes

pouvaient étre essentiels pour la levure.

3.4 Stratégie Tet-Off

Cette stratégie est généralement choisie pour étudier des génes essentiels (Nicholls et
al., 2009). Elle permet de placer le géne sous le contréle d’un promoteur fort et répressible en
présence de doxycycline. Cela devait nous permettre de vérifier si 1’absence de la protéine
Iff3 ou IffY était 1étale pour C. albicans. Ce systéme présente le double avantage de permettre
I’¢tude de la protéine surexprimée ou non exprimée (Figure 31). Il est dérivé du systéme Tet-
On, I’activateur transcriptionnel tetR-ScHap4 a été modifi¢ pour étre inactif en présence de

doxycycline (Nakayama, 2000).

3.4.1 Construction des souches.

Pour cette construction deux plasmides sont nécessaires, 1’un apportant 1'activateur
tetR-ScHap4 de I'ARN polymérase, et 1’autre le site opérateur TR du promoteur de la
tétracycline a placer en amont des genes a étudier. La construction des plasmides utilisés est
décrite dans les Matériel et Méthodes.

Un premier plasmide portant URA3 et exprimant tetR-ScHap4 sous controle du
promoteur CaENOI du gene de 1'énolase a été intégré au niveau du locus RPSI0 des
hétérozygotes iff3+/- ou iff9+/- [Hisl", Argd’, Ura3’]. Les clones ont été sélectionnés sur
milieu SC + Histidine. L’intégration a été vérifiée par PCR sur colonies et 1'expression de la

fusion tetR-ScHAP4-3xHA-ScWHII a été vérifiée par Western-blot grace au tag HA associé a
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Figure 31 : Schématisation du fonctionnement de la transcription d’un géne IFF sous
controle du systéeme Tet-Off.

1 : Sans doxycycline, I'activateur transcriptionnel va se fixer sur la région opératrice du
promoteur TR et activer la polymérase.

2 : La doxycycline va se fixer sur I'activateur transcriptionnel et modifier sa conformation,
I'empéchant de se fixer sur la région opératrice et inhibant ainsi la fixation de la polymérase
et donc la transcription du gene cible.
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I’activateur tetR-ScHap4 (résultats non montrés). La réintégration du gene URA3 au locus
RPSI10 permet de rétablir une expression suffisante pour les tests de filamentation et de
virulence in vivo comme démontré par ailleurs (Brand et al., 2004).

L’ensemble promoteur TR et géne HIS!I a en paralléle été¢ amplifié¢ a I’aide d’amorces
Jumbo portant des zones d’homologie pour une insertion devant I’ORF [FF3 ou [FF9
sauvage. Les clones transformés par cette construction ont été vérifiés par PCR sur colonies.
Les transformants obtenus, prototrophes pour I’histidine, ont pu étre facilement sélectionnés

(cf Matériel et Péthodes).

3.4.2 Analyse des souches exprimant les constructions TR:/FF.

3.4.2.1 Phénotype de croissance sur boite.

Nous avons testé les transformants sur milieu gélosé contenant de la doxycycline aux
concentrations 10 ug/ml, 25 ug/ml et 50 ug/ml (Figure 32). Nakayama et al. ont montré que
jusqu’a cette concentration la doxycycline n’avait pas d’effet sur la croissance de C. albicans
et que par ailleurs ACT] s’exprimait au méme niveau avec ou sans doxycycline (Nakayama et
al., 2000). Les clones ont poussé sur toutes les concentrations de doxycycline, donc la

répression des genes cibles ne semble pas létale ou est insuffisante pour 1'étre.

3.4.2.1 Expression des génes IFF3 et IFF9 sauvages ou sous contréle de TR.

Nous avons donc voulu vérifier ensuite le niveau d’expression de ces genes en
présence ou non de doxycycline dans le milieu. Une culture de nuit dans 3 ml de SC
complémenté a été réalisée puis elle a été diluée a une DO de 0,7 dans 50 ml de SC avec ou
sans doxycycline (50 ug/ml). Nous avons quantifi¢ I’expression apres 3 heures et 6 heures de
culture a 30°C (Figure 32). Le témoin utilisé pour la PCR quantitative est le géne de ménage

ACT1 servant a normaliser les résultats.
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Figure 32 : Analyse des souches iff3-/TR:IFF3 et iff9-/TR:IFF9. (a) Croissance des
souches portant la fusion tetR sur milieu SC et SC + Doxycycline (50 pg/ml). (b)
Quantification de I’expression des geénes [FF3 et [FF9 dans les souches iff3-/TR:IFF3 (a
gauche) et iff9-/TR:IFF9 (a droite) apreés 3 et 6 heures de culture en SC avec ou sans
Doxycycline (50 ug/ml). L’expression est représentée par rapport a I’expression de 1’actine.
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En I’absence de doxycycline, 1’expression des fusions 7R:IFF3 (panneau de gauche) ou
TR:IFF9 (panneau de droite) augmente trés significativement par rapport au niveau de base
observable dans la souche sauvage pour le géne (expression d’IFF9 dans la souche iff3-
/TR:IFF3 et expression d’IFF3 dans la souche iff9-/TR:IFF9. L’activateur tetR-ScHAP4-
3xHA-ScWHII permet donc bien la surexpression du gene, la construction semble validée. La
surexpression d’un des geénes ne semble pas affecter I’expression de 1’autre géne. En présence
de doxycycline, I’expression des geénes sous contrdle de TR est bien réprimée comme attendu,
mais d’un facteur deux donc pas totalement. En conséquence bien que le systéme ne soit pas
capable d’éteindre a 100% D’expression, il fonctionne correctement et permet la
surexpression/répression du gene. Nous ne pouvons donc pas exclure que la viabilité d'une
souche iff3-/TR:IFF3 ou iff9/TR:IFF9, observée sur boite ou en milieu liquide supplémenté en
doxycycline, puisse s’expliquer par une fuite de transcription du promoteur TR & un niveau
suffisant pour permettre la survie de la cellule. A ce stade de 1’étude nous ne sommes donc

pas en mesure de répondre quant a I’essentialité de ces deux genes.

Conclusion

Cette étude n’a pas ¢€té poursuivie par manque de temps. Ce résultat est pourtant
intéressant et mérite plus d’attention car il ameéne a se demander pourquoi la cellule a
dupliqué un geéne sur le chromosome R et quelle fonction porte ces geénes pour qu’ils soient
conservés si fortement. De plus, on s’attend généralement a rencontrer des fonctions
redondantes dans une famille de génes, sans pour autant étre face a des génes de séquences si
semblables. La région de 1kb en amont des genes IFF3 et IFF9 est trés similaire donc il

semblerait que nous pouvons exclure une régulation spécifique de ces génes en fonction de
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I’environnement qui permettraient d’en conserver la fonction dans des circonstances
différentes.

La similarité de ces geénes jusque dans leur promoteur a compliqué cette étude et nous
avons été ralentis par des problémes techniques. Par ailleurs, au vu des erreurs publiées pour
les séquences des genes IFF1 et IFF10, on peut se demander si les différences de séquence
entre [FF3 et IFF9 sont véritablement présentes dans les souches étudiées. Enfin, comme
nous sommes en présence de 4 alleles hautement similaires, il serait judicieux de vérifier les
souches obtenues aprés insertion des cassettes pour ¢liminer les doutes sur le geéne
interrompu. Ayant la méme taille et la méme séquence, la PCR est peu fiable, par contre il

serait possible de vérifier ces constructions par Southern blot.
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Chapitre 4 : Analyse fonctionnelle de la famille IFF

4.1 Introduction

L’objectif de ce travail était d’avoir une premiere idée de la fonction des protéines Iffs
lors de I’interaction de C. albicans avec les cellules de 1’hote.

Connaitre la régulation des genes IFF permettrait de proposer des hypothéses a priori
sur leurs fonctions, cependant 1I’expression de ces genes restait encore méconnue. Nous avons
tout d'abord voulu vérifier le niveau d'expression des genes /FF dans nos conditions de
laboratoire. Comme I’expression des genes /FF avait été€ précédemment détectée lors d’études
de transcriptomique faites en conditions d'interaction avec 1'hdte, nous avons réalisé des essais
dans un mod¢le murin d’infection in vivo. Aucun résultat n’avait été publi¢ jusqu’alors en
modele d’interaction avec des cellules épithéliales humaines c¢’est pourquoi nous avons
également réalisé des tests sur cellules HeLa. Afin d’identifier d’éventuelles redondances
fonctionnelles entre ces genes, nous avons €tudié leur expression dans des souches ou chacun
des genes /FF avait été inactivé.

Pour compléter ces ¢études et détecter un role éventuel de ces genes pendant
I’interaction avec 1’hote, la banque de mutant mutants précédemment obtenue a été criblée
pour la sensibilité a la phagocytose par les macrophages. Cette étude faisait suite aux travaux
de Mathias L. Richard qui durant sa thése a identifié le mutant gpi7 comme étant affecté dans
sa survie apres phagocytose par les macrophages en utilisant un test de dénombrement par
¢talement des levures survivantes (Richard ef al., 2002), résultats confirmés dans sa these par
Armel Plaine. Ce mutant entraine une désorganisation de I’ensemble des protéines a ancre

GPI. Le test utilis¢ par M. L. Richard étant peu reproductible d’aprés A. Plaine, nous avons

99



Résultats

utilisé¢ un test reposant sur le méme principe mais différent dans sa mise en ceuvre (test dit

End Point Dilution", voir Matériel et Méthodes).

4.2 Etude transcriptomique des génes IFF dans un contexte sauvage ou

mutant.

4.2.1 Conditions d’expression des genes IFF.

Le géne HYRI a été décrit pour étre exprimé en condition de filamentation. Une étude
préliminaire menée par Mathias L. Richard (communication personnelle) a montré que les
genes [FF3, IFF5 et IFF10 étaient légérement exprimés (<5% de 1’actine) en milieu SC non
tamponné apres 3 heures d’incubation a 30°C. L’expression des autres genes, y compris celle
de HYRI, était indétectable. La transition a pH7 et 37°C, induisant la croissance en hyphe, a
montré une trés forte induction de HYR1 seulement. L’expérience a été répétée chez le mutant
hyrl-/- cultivé a 30 et 37°C, pour révéler d’éventuelles régulations au sein de la famille /FF.
Le profil d’expression est resté le méme, tres faible pour tous les génes comme dans la souche
sauvage SC5314. Il semble donc qu'aucun geéne /FF ne soit surexprimé pour compenser
I’inactivation de HYRI.

Par ailleurs, si nous n’avons détecté qu’une expression trés faible, voire indétectable,
des genes [FF exprimés en milieu minimum apres 3 heures de culture de SC5314, aprés 16
heures de culture, /FF2 est fortement induit (60% de l'expression de l'actine) en milieu
minimum (SC et NGY) et phase stationnaire dans la souche sauvage CAI4+Clp10 (Figure
33). Il est également induit en phase stationnaire et milieu riche (YPD) mais beaucoup moins.
Le graphique représente la moyenne de deux expériences indépendantes. Plusieurs génes /FF
semblent étre 1égeérement induits en phase stationnaire, mais les niveaux d'expression atteints

restent trés faibles. La dérépression en phase stationnaire d’/FF2 sur milieu NGY a été
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Figure 33 : Induction de /FF2 pendant la phase stationnaire. La PCR quantitative a été
réalisée sur des cultures de CAI4+Cipl10 a 30°C en NGY aprés 5 heures (gris foncé) et 16
heures (gris clair). Les moyennes ont été réalisées sur 2 expérimentations indépendantes.
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Figure 34 : Expression de HYR1 dans un modé¢le murin d’infection in vivo. La PCR
quantitative a été réalisée sur un demi rein apres 3 jours d’infection d’une souris BALB/C par
CAI4+Cipl0. Les moyennes ont ¢été réalisées sur 6 mesures du méme échantillon.
L’expression est exprimée par rapport a I’expression du géne de 1’actine.

Cette expérimentation a été réalisée lors d’un stage de collaboration avec le 1’équipe de C.
Munro de I’IMS, Aberdeen.
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Figure 35 : Expression des genes IFF lors d’une interaction avec les cellules
épithéliales HeLLa. La PCR quantitative a été réalisée sur des cocultures SC5314-HeLa a
confluence de 2 heures a 37°C, 5% CO,. Pour le témoin, la méme expérience a été réalisée
en flask sans HelLa. Les moyennes ont été réalisées sur 4 valeurs correspondant a deux
mesures faites sur deux cultures indépendantes.
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reproduite dans les mémes conditions dans le laboratoire de C. Munro. Les autres génes par
contre n’ont pas vu leur expression significativement modifiée.

Sauf IFF2 et HYRI, les génes IFF ne sont donc pas exprimés & un niveau significatif
dans nos conditions de laboratoires. Ces résultats sont en accord avec ceux de la littérature
mentionnant une expression préférentielle en condition d’interaction avec 1’hote, le plus
souvent en foie de souris ou de porc, ou lors d'une incubation en présence de sang ou de
plasma. En collaboration avec 1’équipe de C. Munro a Aberdeen nous nous sommes intéressés
a ’expression des /FF dans un modéle murin d’infection in vivo (Figure 34). Apres 3 jours
d’infection, seul HYR! est exprimé en rein de souris.

I1 semblait qu’aucune étude transcriptomique n’avait été réalisée en interaction avec des
cellules humaines. Nous avons donc effectué les tests suivants sur des levures en interaction
avec des cellules humaines (Figure 35). Seul HYR! est significativement induit dans ces
conditions, avec ou sans cellules HeLa, probablement parce que ’apport de sérum dans le

milieu et la température de 37°C favorisent la croissance en hyphe.

4.2.2 Régulation des genes IFF par un autre membre de la famille.

Suite a I’absence de phénotype sur cellules HeLa, nous nous sommes demandés si
I’inactivation d’un gene /FF avait un effet sur ’expression d’un autre gene de la famille ayant
une fonction redondante : sa surexpression pourrait masquer le phénotype chez le mutant.
L’expression des genes IFF a été quantifiée dans les mutants iff-/- aprés un test d’adhérence
de deux heures en flasque de 75cm” (voir matériel et méthode). Le témoin a été réalisé de la
méme manicre mais sans les cellules HelLa. Les résultats sont présentés Figure 36. Les
résultats présentés sont préliminaires et demandent a étre confirmés.

Seuls les genes IFF3, [FF9 et HYRI montrent des variations importantes d’expression.
Les génes IFF3 et [FF9 semblent fortement surexprimés dans les mutants iff2-/-, iff6-/-, iff7-/-

et iff8-/- (Figure 37). Ce résultat est indépendant de la présence de cellule HeLa. 11 semble
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(a ) IFF1 IFF2 IFF3 IFF4 IFF5 IFF6 IFF7 IFF8 IFF9 IFF10 IFF11 1
m +=SDm +SDm +SD m +SDm +SDm +SDm +SDm +SDm +SD m +SDm +SDm +SD
ds SC5314 1,2 04 58 24 10 07 1,7 01 04 02 10 04 13 04 03 02 15 04 1,1 04 0,1 00 27,5 59
dans iff1 40 06 2,7 21 09 02 06 05 07 04 12 07 02 01 38 3,1 14 05 0,1 0,1 162 9,7
dans iff2 1,7 0,7 164 149 14 03 05 01 1,3 06 1,3 06 04 02 22,7 206 14 04 02 00 256 55
dans iff4 1,6 02 6,1 05 06 04 04 01 16 01 10 04 02 01 41 13 1,0 02 0,1 00 93 08
dans iff5 4 01 54 03 13 05 14 0, 3 01 12 01 02 00 37 21 12 01 0,1 00 11,1 0,0
dans iff6 20 06 82 33 19,1 92 1,0 0,5 0,8 04 1,9 09 09 1,0 21,7 98 3,1 1,2 0,1 0,0 284 13,7
dans iff7 1,1 0,8 51 1,1 123 84 1,6 0,2 04 02 1,1 03 04 03 124 79 14 0,7 02 0,1 252 45
dans iff8 ,2 03 53 01 114 11,7 0,8 0,1 03 0,1 05 02 1,3 02 139 157 1,2 0,1 0,1 0,0 38,7 5,0
dans iff10 05 04 52 08 23 16 09 03 02 01 05 03 19 05 02 0,1 35 23 0,1 0,1 18,6 7,2

(b)

HYR

IFF1 IFF2 IFF3 IFF4 IFF5 IFF6 IFF7 IFF8 IFF9 IFF10 IFF11 1

m £SDm +SD m +SD m +£SDm 4+SDm +SDm +SD m +SDm +SD m +SD m +SD m +SD
ds SC5314 14 07 92 82 30 18 29 25 1,7 09 09 05 47 29 16 19 30 14 15 0,7 0,1 0,1 223 10,3
dans iff1 37 08 24 19 06 03 06 03 06 05 15 02 02 o1 27 1,0 1,1 07 0,1 0,1 22,7 23
dans iff2 2,7 1,8 85 99 31 1,7 1,7 1,2 22 1,1 55 32 3,6 24 159 204 3,6 2,5 25 1,1 222 33
dans iff4 20 02 65 03 04 00 08 01 14 02 42 08 0,7 00 37 00 1,6 02 05 0,1 146 0,2
dans iff5 48 02 91 0,7 1,7 09 56 04 43 01 12,1 1,5 50 0,6 6,5 33 45 1,6 3,6 02 21,0 14
dans iff6 4 1,0 46 30 7,0 52 1,0 0,7 1,3 1,1 27 19 12 14 94 73 1,5 1,1 03 02 20,0 13,7
dans iff7 ,7 04 75 1,3 7,1 64 21 03 08 03 24 19 0,7 04 11,2 94 1,8 06 06 04 233 28
dans iff8 26 10 73 1,6 16,1 138 25 26 1,8 2,1 1,8 1,8 56 29 1,7 63 32 14 14 1,1 13,6 6,1
dans iff10 10 02 74 16 31 18 1,1 04 05 01 0,7 03 30 09 1,0 08 55 29 04 03 182 8,0
dans iff11 2 08 58 29 28 08 10 1,0 04 O1 0,7 02 26 14 03 01 30 14 24 14 154 48

Figure 36 : Expression des genes /FF en condition d’adhérence dans les différents mutants iff~/-:
(a) Adhérence sur polystyréne. (b) Adhérence sur cellules HeLa a confluence. Une culture de 2
heures en flasque 75cm? dans du H10 a 37°C, 5% CO, a été réalisée pour 1’essai (b) comme pour le
témoin (a). Le geéne quantifi¢ est représenté en haut de chaque colonne et la souche utilisée en début
de chaque ligne. Chaque tableau représente les moyennes de I’expression de deux mutants
indépendants pour chaque gene, chaque extrait ayant été testé¢ une ou deux fois.
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donc que les geénes [FF3 et [FF9 pourraient avoir une fonction redondante avec celle des
genes [FF2, IFF6, IFF7 et IFF§ dans ces conditions. Si cette fonction est liée a un phénotype
d’adhérence, il faudrait créer un mutant multiple pour vérifier cette hypothése. Etrangement,
I’inactivation des geénes IFF2, IFF6, IFF7 ou IFF8 ne modifie pas I’expression de ce groupe
de genes. Le géne HYRI semble quant a lui réprimé dans le mutant iff4-/- avec ou sans
cellules HeLa et dans les mutants iff5-/- sans cellules HeLa. Les variations d'expression des
autres geénes ne sont pas significatives.

Quantitativement, I’expression des génes a montré des variations importantes d’un
mutant a ’autre, ce qui explique les forts écarts types obtenus. Cependant, les variations
d’expression observées pour les génes [FF3 et IFF9 semblent clairement présenter une
tendance reproductible. La surexpression observée dans certains mutants est intéressante et
mérite d’étre étudiée plus en détail. S'il semble actuellement impossible de créer un double
mutant iff3-/-,iff9-/-, le mutant multiple iff2-/~iff6-/-,iff7-/-,iff8-/- peut théoriquement étre

réalisé par Ura blaster.

4.3 Role des Iffs dans ’interaction avec les cellules de I’hote

4. 3.1 Criblage de la banque pour I’adhérence a des cellules épithéliales

Nous voulions savoir si les protéines Iffs ¢étaient impliquées dans 1’adhérence aux
cellules de I’épithélium. Pour cela nous avons réalisé des tests d’adhérence des mutants iff-/-
sur cellules de la lignée HelLa (voir Matériel et Méthodes). Nous avons utilisé comme témoin
de non adhérence une souche mutée pour le gene 4LS3 codant une adhésine de la famille Als.
Ce mutant est connu pour adhérer beaucoup moins sur cellules humaines (Oh et al., 2005;
Zhao et al., 2004).

L’adhérence de toutes les souches était d’environ 50% (Figure 38), ce qui correspond

a ’adhérence moyenne de la souche de référence Day286. Le test statistique de Student (p-
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Figure 38 : Taux d’adhérence des souches de C. albicans sous forme levure apreés
une coculture de 45 minutes a 37°C sur des cellules HeLa dans du H10. Les barres
d’erreurs ont été réalisées sur 9 expériences. Deux mutants indépendants ont été testés.
Les souches sont toutes auxotrophes pour I’histidine. L’étoile représente la valeur
significativement différente de celle de la souche de référence, DAY?286.
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value<0.05) a été réalisé¢ sur 3 expériences indépendantes correspondant chacune a trois
déterminations. Seul le mutant als3-/- a un taux d’adhésion significativement inférieur a celui
de DAY286. L’absence d’une protéine Iff n’a donc pas modifié I’adhérence de C. albicans

sur le type cellulaire testé.

4.3.2 Criblage de la banque pour la sensibilité a 1a phagocytose

Nous voulions identifier les protéines Iffs potentiellement impliquées dans
l'interaction avec la premiere ligne de défense de I’hdte, majoritairement représentée par les
neutrophiles et les macrophages qui ingerent et éliminent les cellules fongiques. Pour cela
nous avons réalisé un crible in vitro de la sensibilité des mutants iff~/- a la phagocytose par les
macrophages murins de la lignée J774. Nous avons réalisé¢' un test d’end point dilution qui est
un test 2 moyen débit de survie des levures apres la phagocytose. D’autres tests sont un peu
plus rapides car ils utilisent un colorant permettant alors la lecture directe des cellules
phagocytées ou non et évitent 1’étape d’incubation de 48 heures. Il existe un test a trés haut
débit permettant un dénombrement instantané par fluorimétrie des cellules phagocytée, mais il
nécessite de travailler avec la souche de C. albicans 1386 (DSMZ, Germany) marquée a
I’aide d’une sonde fluorescente FUN1. Apres la co-culture, les macrophages sont lavés et la
fluorescence des levures phagocytée est quantifieée (McKenzie ef al., 2010). Nous n'avions
malheureusement pas acces a cette technologie.

Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 39. Nous avons utilis€¢ comme
témoin le mutant du géne PGA35 qui code une protéine a ancre GPI et semble impliqué dans
la morphogénese. Ce mutant présente une résistance accrue a la phagocytose dans le test
d’end point dilution (M. L. Richard, pers. commun.). Dans ces conditions et pour chacun des
mutants, le taux de survie observé est environ de 60%, comme celui de la souche de référence

Day?286, sauf pga35-/- comme attendu. On a réalisé un test de Student (p-value<0.05) sur 4

' Ces expériences ont été réalisées par Grégory Da Costa.
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Figure 39 : Taux de survie des souches de C. albicans aprés phagocytose par les
macrophages J774. Les barres d’erreurs ont été réalisées a partir des résultats de quatre
expériences. Deux mutants indépendants ont été testés. Les souches sont toutes auxotrophes
pour l’histidine. L’étoile représente la valeur significativement différente de celle de la
souche de référence, DAY ?286.
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¢échantillons correspondant a deux expérimentations indépendantes effectuées en double. Il
semblerait par conséquent que, dans nos conditions, le produit des génes /FF dont nous avons
pu tester les mutants ne soit pas impliqué dans le mécanisme d’échappement apres la

phagocytose par les macrophages, ou que leur fonction soit redondante.

Conclusion

Le criblage que nous avons réalisé a montré que les genes [FF1, IFF2, IFF4, IFF6,
IFF7, IFFS8, IFF10 et IFF11 ne sont impliqués ni dans I’adhérence sur cellules épithéliales
HeLa, ni dans I’échappement aux macrophages J774, ou du moins qu'aucun d'entre eux n'est
individuellement essentiel a ces interactions. Les études de transcriptomique lors de
I’interaction avec les cellules HeLa ont suggéré une surexpression des génes IFF3 et IFF9
chez les mutants iff2, iff6, iff7 et iff8. Si ces geénes IFF3 et [FF9 avaient une fonction dans
I’adhérence redondante avec celle des genes [FF2, IFF6, IFF7 et IFFS, cela pourrait
expliquer I’absence de phénotypes chez ces mutants. Cependant si cela peut étre une
explication, elle n’est pas valable pour le reste des mutants. Des études plus poussées
permettraient d’expliquer la surexpression des genes IFF3 et IFF9. 1l faudrait savoir dans
quelles conditions cela se produit puisque cette induction semble visiblement indépendante de
I’interaction avec les cellules Hela, et aussi savoir si d’autres genes sont impliqués dans cette
régulation. Les puces seraient un moyen simple de cribler un grand panel de genes,
notamment tous ceux connus pour étre impliqués dans les interactions avec 1’hodte, la
formation du biofilm et la filamentation. Nous n'avons malheureusement pas eu le temps de
conduire ces expériences. L’étude des mutants iff 3-/- et iff9-/-, bien que techniquement
difficiles a construire, nous donnera des informations sur leur fonction et les génes qui entrent

dans leur systeme de régulation, tels que IFF2, I[FF6, I[FF7 et I[FFS.
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L’absence de phénotype d’interaction avec les macrophages génére les mémes
questions. Les expérimentations de PCR quantitatives ont été menées mais une contamination
par de I’ARN de macrophages en ont rendu ’interprétation impossible. Nous n’avons donc a
I’heure actuelle aucune réponse concernant I’expression des geénes [FF en présence de
macrophages. Le phénotype observé pour gpi7-/- peut provenir de facteurs multiples et variés
puisque la mutation a touché I’ensemble des protéines a ancre GPI.

Ne connaissant pas les conditions d’expression de ces génes, 1’étude phénotypique est
plutdt difficile et hasardeuse. L’étude transcriptomique que nous avons commencée avec cette
thése nous a montré que les /FF n’étaient pas impliquées a 3 jours de ’infection systémique
en modéle murin. Cependant, les tests en milieu minimum et en phase stationnaire nous ont
montré de fagon reproductible que le gene /FF2 était fortement induit dans ces conditions. Il
semblerait donc qu’un des geénes de la famille /FF soit plutdt impliqué dans une réaction de

stress provoqué par la phase stationnaire et la carence.
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IV. Conclusion et perspectives

Récapitulatif des résultats et remarques

Cette ¢tude avait pour but d’identifier des génes /FF impliqués dans I’interaction avec
I’hdte. Nous avons donc choisi une approche simple quoique fastidieuse, et utilisant
préférentiellement des techniques maitrisées par notre équipe. Le défi de ce projet était que
nous ne possédions que tres peu d’indications sur la famille IFF. Deux publications sur /FF4
ont montré qu’il était impliqué dans 1’adhérence sur polystyréne et cellules épithéliales orales
FaDu, mais aussi dans 1’invasion tissulaire et la sensibilité aux neutrophiles. Une publication
sur IFF11 a montré qu’il était impliqué dans la biosynthése de la paroi et dans la virulence en
modele murin d’infection systémique. Enfin la publication la plus ancienne montrait que le
gene HYRI était induit par la morphogenése en hyphe. Tout récemment il a ét¢ montré que
HYRI ¢tait un facteur de virulence intervenant dans I'échappement a la phagocytose et
constituait un potentiel candidat pour la création d’un vaccin (Luo et al., 2010). Tout cela
ajouté a des résultats de puces données dans CGD nous indiquait que cette famille était
fortement impliquée avec 1’hdte. Parallelement ces données bibliographiques, les prédictions
in silico localisaient ces protéines majoritairement en surface. Nous avons donc réalis¢ un
criblage sur des mutants monogéniques grace a différents tests permettant d’étudier I’impact
de ces dé¢létions sur la biosynthese de la paroi, la filamentation, la résistance a différents
stress, 1’adhérence sur cellules épithéliales Hela et la survie aprés une co-culture avec des

macrophages J774.
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Au cours de ce travail nous avons tout d’abord montré que les protéines Iffs
semblaient caractéristiques des levures CTG, a quelques exceptions pres. La présence de ces
protéines chez Pichia stipitis et leur perte chez Debaryomyces hansenii nous montre qu’elles
ont été perdues chez ce deuxiéme clade (Tsui et al., 2008). Cette famille a été¢ amplifiée, dans
certains cas apres la spéciation chez des pathogénes opportunistes humains pour la plupart (C.
albicans, C. tropicalis, L. elongisporus...). L’étude phylogénétique de cette famille nous a
montré que les membres Iff10 et Iffl11 étaient probablement les plus anciens, puis un autre
groupe plus récent est apparu comprenant les protéines Iff4, Iff5, Iff3 et Iff9. Aucune protéine
ne semble reli¢ a Hyrl qui est la protéine la mieux décrite a I’heure actuelle. Ces données
phylogénétiques ne nous ont cependant donné aucune information sur la fonction de ces

protéines.

Nous avons ensuite voulu confirmer la localisation des protéines grice a un systeme
synthétique permettant leur surexpression sous controle du promoteur AC7/ et apportant un
Tag V5. D'apres le logiciel PredGPI, Iff3, Iff5, Iff6 et Iff8 sont des protéines a ancre GPI.
L’immunofluorescence a montré qu’elles étaient pariétales. Iff2 est quant a elle membranaire,
et semblerait néanmoins accessible aux anticorps en surface des cellules. Cette localisation
leurs donne une place privilégiée pour interagir avec 1’hote. Dans le cas d'Iff7, nous n'avons
pas pu visualiser la protéine. Une hypothese serait que la traduction de cette protéine est
particulierement inefficace dii & un biais de codon défavorable (<0,2). Une étude récente
menée par mon équipe a permis de localiser une chimere Iff5-Iff7, comportant la région
codante d’Iff5 et les régions amino et carboxy- terminales d’Iff7. En réalisant les mémes
chimeres pour Iff1, Iff4 et Iff10 ces protéines ont été localisées par western blot (Figure 40).
Iff1 et Iff4 sont des protéines pariétales tandis que Iff10 est membranaire. Iff7 est un cas

particulier puisqu’elle est identifiable aussi bien dans la fraction pariétale que membranaire.
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Figure 40 : Schéma récapitulatif de la localisation actualisée des protéines Iffs.
Suite a ce qu’il a «été montré dans la figure 24 de la partie résultat, les protéines Iff1,
Iff4, Iff7 et Iff10 ont été localisé récemment par notre équipe. Cette localisation
montre que ce sont toutes des protéines a ancre GPI, ce qui va a I’encontre de la
prédiction in silico pour Iff7. Tandis qu’ Iff7 est aussi bien membranaire que
pariétale, Iff1 et [ff4 sont pariétales alors qu’ Iff10 est membranaire.
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Ce mécanisme est probablement du a son ancre GPI, ce qui irait a ’encontre des prédictions

in silico faite sur Iff7. Nous n'avons pas encore étudi¢ la localisation d’Iff9.

Nous avons ensuite pu inactiver huit des 11 geénes IFF : IFF1, IFF2, IFF4, IFF6, IFF7,
IFFS8, IFF10 et I[FF11. Les mutants nuls du géne /FF5 ont bien été obtenus mais comme ils
ont présenté des phénotypes hétérogeénes sur boites, nous n’avons pu conclure sur un éventuel
effet phénotypique de leur absence. Les génes [FF3 et [FF9 semblent essentiels et les mutants
homozygotes n'ont pas pu étre obtenus malgré des essais répétés. Un test a été effectué, pour
confirmer cette hypothése, en placant un alléle du mutant hétérozygote sous le contrdle du
promoteur Tet-Off répressible par la Doxycycline. Malheureusement le niveau réprimé est
resté égal au niveau d'expression dans la souche sauvage. Nous avons également essayé de
construire des doubles mutants iff8 et iff2 ainsi que les doubles mutants iff710 et iff11. Nous
comptions sur le fait que ces deux genes étaient contigus. Nous n'avons jamais réussi a obtenir
de doubles mutants homozygotes apres 3 essais. 1l serait intéressant de vérifier que la double

délétion n'est pas létale.

Nous nous attendions a ce que l'absence de certaines protéines Iff produise un
phénotype a l’instar de ce qui avait été publié pour un Hyrl, Iffl11 ou Iff4, reflétant une
redondance fonctionnelle au moins partielle, ce qui est souvent le cas familles protéiques.
Cela est par exemple le cas pour la famille ALS. Nous avons donc réalisé¢ des tests
phénotypiques en milieux liquides et solides afin de tester 1’intégrité de la paroi, la résistance
aux stress pH, stress oxydatif, la résistance a de forte température et la filamentation, mais
n’avons observé aucun phénotype, y compris dans le cas des mutants iff4-/- et iff11-/-.
Concernant les expériences contradictoires publiées sur [FFII, nous n’avons pas

d’explication. Cela souligne que ces tests ne sont pas trés reproductibles. Par ailleurs, nous
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n’avons pas non plus observé de défaut d'adhérence sur les cellules épithéliales HeLa ni de
survie dans les macrophages J774. Nous avons choisi d’utiliser une approche par inactivation
individuelle des génes de la famille. On ne peut donc pas exclure la possibilité que dans les
conditions testées, ces génes n’aient pas de fonction particuliére ou qu’un autre géne ait une
fonction redondante et suffise a restaurer la fonction de sorte a cacher le phénotype du gene

étudié (Selmecki et al., 2005; Wellington & Rustchenko, 2005; Zhao et al., 2005).

L’absence de phénotype particulier observé avec nos mutants en interaction avec les
macrophages ou les cellules HeLa semblait cependant contradictoire avec les résultats publiés
montrant une expression différentielle des génes /FF dans les modeles d’infection in vivo.
C'est pourquoi nous avons cherché a suivre 1’expression des genes /FF en interaction avec des
cellules mammiferes.

Nous avons pu observer que HYRI était bien induit comme attendu en condition de
filamentation et dans le rein apres 3 jours d’infection d’une souris. Nous avons aussi confirmé
que les genes IFF étaient peu ou pas exprimés dans des milieux de laboratoire, a I’exception
d’IFF2 qui a montré une forte expression en phase stationnaire quel que soit le milieu de
culture dans plusieurs expériences indépendantes.

En interaction avec des cellules HeLa, nous avons observé qu'une mutation dans un des
genes [FF (particulierement [FF2, I[FF6, IFF7 et IFF8) semblait entrainer une dérépression
des deux génes, IFF3 et IFF9. Cela pourrait indiquer 1’existence de corégulations entre les
membres de cette famille, peut-€tre lors de I’étape d’adhésion aux cellules épithéliales. Méme
si on ne connait pas encore les mécanismes, les inducteurs ou les fonctions codées par ces
genes, cela nous donne une piste dans le choix des genes a combiner dans un mutant multiple.
Les résultats obtenus sont cependant trés préliminaires et donc a prendre avec précaution

méme si des tendances peuvent étre extraites de I’analyse de ces premiers résultats. Il faudrait
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valider les résultats obtenus par plus d’expériences ainsi que complémenter les mutants pour
vérifier que les effets obtenus sont bien dus a l'inactivation des genes /FF. Le travail de
création et de vérification de la banque ayant pris beaucoup de temps, nous avions fait le
choix de ne pas créer les souches complémentées de nos mutants en [’absence d’effet
phénotypique a tester. Il serait maintenant utile d’en disposer.

Pour faciliter un suivi d’expression des génes IFF, une banque d'expression de fusions
PGA59:gLUC sous controle des promoteurs /FF et insérée au locus RP10 a été créée au cours
de ma theése. Cette banque devait permettre de tester rapidement différentes conditions et
différents modeles d’interaction pour I’expression des geénes /FF (Enjalbert et al., 2009). Elle
repose sur I'utilisation du géne de la Gaussia Luciferase (gLUC) comme geéne rapporteur
flanqué des régions amino et carboxy-terminales de PGA59 pour permettre I’ancrage GPI
pariétal de la protéine rapporteur. L’expression du promoteur HYRI était détectable en
condition de filamentation, ce qui a validé le bon fonctionnement de ces constructions.
Cependant, I’expression des autres promoteurs n'a pas été détectée, probablement parce que le
niveau d'expression est trop faible. Nous n'avons donc pas poussé plus avant l'utilisation de ce

rapporteur.

Perspectives

Plusieurs perspectives sont envisageables suite a ce travail de thése :

Confirmer la localisation des protéines.

Confirmer I’essentialité des geénes [FF3 et IFF9.

Diversifier les tests phénotypiques.

Interrompre ou surexprimer une ou plusieurs protéines.
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Concernant les génes IFF3 et IFF9, leur essentialité n’a pas encore été prouvée. Des
méthodes comme la technique des hétérocaryons utilisée par exemple chez Aspergillus
nidulans (Osmani et al., 2006) ne sont pas applicables a C. albicans qui ne forme ni
hétérocaryons ni microconidies. Une technique couramment utilisée chez S. cerevisiae
pourrait par contre étre transposée. Elle consiste, aprés avoir créé le mutant hétérozygote, a
apporter un alléle sauvage sur un vecteur réplicatif portant le marqueur de sélection URA3,
puis a inactiver ensuite le deuxieéme all¢le a son locus et enfin a sélectionner des clones Ura’
aprés passage sur SFOA : I'obtention des clones Ura™ indique que le géne n'est pas essentiel,
tandis que l'impossibilité de les obtenir indique que la présence de l'allele sauvage est
essentielle. Chez C. albicans, les plasmides réplicatifs ont tendance a s’intégrer au
chromosome : on pourrait donc insérer a un locus ectopique 1’alléle sauvage couplé a un
marqueur URA3 entre deux séquences répétées (type séquences HisG), afin de l'exciser apres

obtention de I'homozygote mutant.

Concernant les tests phénotypiques, il en existe de plus élaborés que ceux utilisés dans
le travail de criblage effectué durant ma thése. La littérature a montré qu’une protéine Als par
exemple pouvait adhérer de fagon spécifique a un type cellulaire mais pas a un autre (Allsopp
et al., 1998; Loza et al., 2004; Zhao et al., 2004). 11 serait donc possible de tester d’autres
types cellulaires tels que les cellules intestinales Caco2 ou les cellules endothéliales, ou un
modele de fractions sanguines. Pour étudier plus spécifiquement 1’interaction avec les cellules
épithéliales, les auteurs utilisent des tissus reconstitués qui permettent de suivre la production
de cytokines (Schaller et al., 2005), ainsi que les différentes étapes d’adhérence, pénétration et
destruction cellulaire (Zhao et al., 2005).

Pour étudier de fagon globale ce qui se passe in vivo et I’infection systémique en

général, il est possible d’utiliser un modele insecte qui est plus facile a utiliser, moins coliteux
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et éthiquement plus acceptable que le modele murin, tout en possédant un systéme
d’immunité acquise ressemblant pour partie a celui des vertébrés. Au cours de ma thése nous
avons commencé a mettre en place une expérimentation d’infection systémique sur modele
insecte. En effet, la larve de Galleria mellonella peut étre utilisée comme modele d’infection
systémique chez C. albicans (Bergin et al., 2006; Brenan, 2002; Mowlds et al., 2010). Nous
avons bien observé un effet 1étal sur les larves de G. mellonella, avec la souche sauvage
SC5314 inoculée a raison de 10° cellules par chenille soit la méme concentration que celle
utilisée dans la littérature. Cependant a cette dose les souches réputées moins virulentes que
nous avons testées, tuaient aussi efficacement. Nous n'avons pas eu le temps de tester une
gamme de doses. Cependant les modeles ne sont pas parfaits entre autre parce qu’ils ne
possédent pas de systéme d’immunité acquise comparable a celui des vertébrés, et aussi parce
qu’il faut administrer de fortes doses d’inoculum pour créer la maladie puisque contrairement
au lapin par exemple, ces mod¢les ne sont pas des hotes naturels de C. albicans.

Nous envisagions également d'analyser le role des protéines Iffs dans la reconnaissance
de C. albicans par le systétme immunitaire. Nous avions pensé utiliser le modéle de S. Rupp
qui permet de visualiser a haut débit I’interaction protéine/TLR et de différencier les PAMPs
de C. albicans via le TLR avec qui ils interagissent. Pour cela, le récepteur TLR4 et son
corécepteur CD14 (par exemple) sont exprimés dans des fibroblastes NIH-3T3 contenant un
gene rapporteur. L’induction de TLR4 entraine une cascade de signaux qui vont activer le
facteur de transcription NF-xB qui régule I’expression du géne rapporteur, une phosphatase
alcaline secrétée. On a alors formation d’un précipité bleu détectable a I’ceil nu ou par un test
a haut débit par analyse photométrique. Nos mutants (et leurs témoins complémentés)
pourraient facilement étre testés dans ce modele en utilisant la fraction pariétale soit en

utilisant la protéine purifiée extraite d’une souche de surexpression.
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Si ces différentes approches phénotypiques ne permettent toujours pas d’observer un
phénotype chez les mutants iff-/-, on pourrait envisager d’utiliser une approche plus lourde qui
serait une étude de transcriptomique globale a I’aide de puces ou de RNAseq et cela en
condition de laboratoire classique ou d’interaction avec 1’hdote (mémes conditions que celles
utilisées plus haut pour les tests phénotypes). Connaitre I’expression des génes /FF nous
donnerait en effet une premiére estimation de leurs conditions d’expression et peut-étre une

premicre piste pour une étude fonctionnelle plus ciblée.

Maintenant nous pourrions envisager aussi des approches complétement différentes
pour étudier cette famille de génes. Plusieurs alternatives existent.

Nous avons choisi d’inactiver un a un les geénes /FF. Cette approche a été utilisée avec
succes dans le cas des geénes ALS, mais habituellement il est plus simple de faire ’inverse
c’est a dire d’inactiver tous les genes puis de les réintroduire un par un. En effet, cela permet
d’étudier plusieurs combinaisons. Pour créer des mutants multiples tels que les doubles
mutants iff2 et iff§ ou iff10 et iff11, il faudrait utiliser une technique de délétion qui utilise un
marqueur de sélection recyclable.

Une autre possibilité serait d'exprimer ou de surexprimer ces protéines chez une
souche non adhérente. Nous pourrions utiliser un mutant als3-/-, qui a été décrit comme non
adhérent pour étudier 1'adhérence sur différents supports apres surexpression de différentes
IFF. Une autre possibilité serait d'utiliser S. cerevisiae, espéce non adhérente et non virulente,
ce qui nous permettrait de tester la restauration de deux phénotypes. Nous avons réalisé¢ une
expression hétérologue chez S. cerevisiae des protéines Iff4, Eapl et Als3. Ces deux dernicres
protéines de C. albicans étant connues pour conférer 'adhérence a S. cerevisiae. Les témoins
positifs d’adhérence Eapl, Als3 ont adhéré sur cellules HeLa, mucine, et polystyréne, mais

pas Iff4. Cela peut vouloir dire que soit la protéine Iff4 seule ne suffit par pour permettre
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I’adhérence, soit que la protéine est mal repliée ou mal localisée ce qui ne donne pas le
phénotype attendu. Néanmoins, il pourrait €tre intéressant de tester les autres protéines Iffs de
cette manicre et aussi dans d'autres conditions.

Une autre approche serait de rester dans le méme organisme mais de surexprimer la
protéine d’intérét. Le probléme de cette méthode est que 1’on peut en effet amplifier un
phénotype tout comme on peut provoquer une localisation incorrecte de la protéine, ou
rencontrer un probléme de toxicité de la protéine en surnombre. Enfin il se peut que nous
n’arrivions pas a obtenir une surexpression massive de la protéine comme nous ’avons
observé dans le cas d’Iff7. Cependant dans ce dernier cas, si on ne peut pas les identifier en
Western blot, elles sont probablement bien surexprimées et on peut malgré tout s'attendre a

observer un phénotype différent de celui de la souche sauvage.
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Annexe 1 : Oligonucléotides utilisées pour la fabrication des cassettes de disruption

Nom

Séquence

Iff1b5DR

Iff1b3DR

IFF2J5DR

IFF2J3DR

IFF3b5DR

IFF3b3DR

IFF4J5DR

IFF4J3DR

IFF5J5DR

IFF5J3DR

IFF6J5DR

IFF6J3DR

IFF7J5DR

IFF7J3DR

Iff8b5DR

Iff8b3DR

IFF9J5DR

IFF9J3DR

IFF10b5DR

IFF10b3DR

Iff11b5DR

Iff11b3DR

ACGTTAGTGTTGGAAATATCACCATCAATTCTGGAGCTTCTTGGTCAATTATCAACAATGCTATATCAACCCTTGT
TGGAAGTTTAACTGTTCAGCCCAAtttcccagtcacgacgtt

CTGCTTGGACAGCATTTACTTTAAAATTAAATAAATCCAATGAAAGTTGTCAAAATGATAGCAATAAACGCAGAT
TTGCCCACTGAAAATTTAGATCCACgtggaattgtgagcggata

CCGAAGACGAAGTGTAGAATTATAGCTAAAACTTTCAAAATTTTTCATTAATATCATACCCGAATAAAAGCAAAA
CCACAATGCATTTGTTCAAAAGAATtttcccagtcacgacgtt

GTAAGTACTTTTCCATTAAGTAATTTACCAGAGCCATTGGTATTTGGAATAACCATAGCCGACGCGGAGCTAGTT
GAGCCGGAGTCAGCACTTGGTGATGgtggaattgtgagcggata

CCTTCTCATGTCTAACTGCACCTATACATTTTCTTTGGGAACTATATGCATTAGTGCAGAGCCTCTCCCAAAGCAC
TACTGACAAACACTTAGACACATCCtttcccagtcacgacgtt

TATAATGATTCAAAGCGAAGCCTAAATTGAAATTCACGACTAATTTAGCTTCTTCTTCTCAAATGTATTATTAGGA
AAATTCAATACGCTATGGAAGTTGgtggaattgtgagcggata

AGCCAAACAAGATGATATGAAAAACTATAAATTCAATTTGTTATCCTTTCTGGTTTTTTGACAGTTCCGTTTTCTT
TCACGTCAACTTCAAACAACAAT Ttttcccagtcacgacgtt

ATATTTGTTGATCCATTTTCAAAAGGGATAGCTGTAAAAGACGACAGCCCAGTTTCAATGGTTTGTGAAAAATC
GCCTGATGTATTTGATCCAGTAGTAGGAGTATTAGC gtggaattgtgagcggata

TTTCTAGATTAATTCTTTCCCATCATTACAAACCAATCATCATCCGCAATATGAAATTGTTCCAGAATATCCTTATTT
CAATCGCTTTACTCACTCAAT Ttttcccagtcacgacgtt

TTAGATCCATTTTCATATGGCAAAGTACCAACAATAGAAGTAGCAGGTGATCCAGTTTCAGAAATTTCATTAGGA
ATAGTTGATGGAGATACGAAATTTGTgtggaattgtgagcggata

CCATACCCAACCCAGAGAATATAAATACATGTCTGAATGTCTTCAAATTATTGATCAGTATTATTCTTTTTACTTCCT
CTTAAAAGTCTTGTTTTTTAT Ttttcccagtcacgacgtt

AGGAGAAGCAAGTAATCCTCGTATATGTCAATGTGTATAACGACTAGGGTGTGAAATAAGAAATATTATAAGTCC
ATGATATATTCTTCTTACATGAAAACAATTGAAACgtggaattgtgagcggata

GAATGGTTTATCAGCAATTTGAGTTGGAAATTAACAAGCAAATTAATAACAAATTATGCAACCCTTGTTTGGTGG
ACATGTTTATGGTTGGCACTTTATAATTTACAACAtttcccagtcacgacgtt

AAGGTCGCCACCCACCTAAAAATAGCACTGTTGTTGAACACATTCAGGAAACTACACCAAATTTGATCCACCTC
ATAACATTATAACCACACAAATAGCCgtggaattgtgagcggata

TGATCACGGTACAATTACCACCAGTATTGGTGATATCACCATTGATTCCGGTGCTTATTGGTCAATCATTGATAATT
CAATCTCAACATTTATTGGTAATtttcccagtcacgacgtt

ATGTTCCAGTTGTCAAAGAAGATACTTGAGATGAATCACCAGATAATGGGGTTGATGAAGATGAAGCTGTTTCT
GAAGTGATGGAATCAGTAGAAGCGTCgtggaattgtgagcggata

TTTAGTAGGTCAATTTTGTAAATAGTCATATAATTAGAATGTGTATTTTCCATTCAACTAATAATATCTAATATTCAA
ATACTTTCAGTTTAATGTGTGGtttcccagtcacgacgtt

GAACATAATATATTTGGATGAAATTCTTCGAATAAAATTATATGATGTCTTTGGTTACGAAGTTGGATAAAATACC
AACCCCTAGTATAAGTCAAGTTTGGgtggaattgtgagcggata

ATCATCAAAAAGTTTTTATCCCAATGTTGTTTAAGAACTTTCTTTTGCTATTCATTGCAACAGCAACTACTGTGTT
TGCTAGTTATGATGTTTCTAGCTCtttcccagtcacgacgtt

CATTCTAAATAATTAAAACCATGATAGCTGCAACGGCACACAAGAGTTCAATACTGCTGTAGACGGAGTTAATG
GCACCAGCGTTTTTGGAAGATTGAACgtggaattgtgagcggata

ATGTTATTGTCAAACCTTGTTATTCCCTTATTAGCTACCAGTGCTACTGTGTCAGCTACATTTGATGTCACTTCTTC
ATTAACCAAATATGCTGCATTTGtttcccagtcacgacgtt

AGTAGTAGCAATACTTGAAGTGGATGAGGAACTAGTAGTTTTTGATTGGGTGCTTGTGATAGCGGTGGCACTT
GATGTAATAACTGGAGGAGTTGGAACGgtggaattgtgagcggata




Oligonucléotide

Séquence

5404F

5401R
IFF10sql
IFF10sq2

AAGACACAGACACGGTTGGTT
ACGGTGCTCATAAAATTGGG
ATGCTATGGTTACCAGTT
CCTCAAATTACTGTTACA

Annexe 2 : Oligonucléotides utilisées pour le séquencage d’IFF10

Oligonucléotide Séquence

IFF1vF CAGCCTAGTAATACTCTCCCA
IFF1vR AAGTGGCAAAATCTCAAACC
IFF1seql GTGTTATGGCTCTTACTG
IFF1seq2 ATTCTGACTGATAGTAAC
IFF1seq3 CCTCGACAGCTGAGTCTT
IFF1seq4 ACCAACCTCATCTAGTGT
IFF1seq5 ATACACCACTACCTGGAC
IFF1seq6 TGACCACTTTATTCACCA
[FF1seq7 GGTGCTGGTGGTGTTGTT
[FF1seqA AACAAAATGGGTATAGGT
IFF1seqB TAGCAGTTATAGCAGTTG
IFF1seqC ACCGGACTCAGTAAAGAC
IFF1seqD AGTCCAGGTGGTGGTGTA
IFF1seqE AACAGATCCATCACTATT
IFF1seqF GCTTTGAGCAGAAAATGA
[FF1seqG CCCGACCATATACCATTA
IFF1seqH GAATTAAGCAAAAGCCAA

Annexe 3 : Oligonucléotides utilisées pour le séquencage d’IFF1



Oligonucléotide Séquence

IFF6ext CCCGTAAACGTAAATTGGAAC
IFF6int GGCTGGAACTGCATTATTTG
IFFSext CACGCACTAGCCGAAAACTTC
IFF5int CCATTAACAGAGGATTCGCC
[FF4ext TGTAGTTGGTGGTGTTGGCG
IFF3ext TTTCCCCAAGCACTATTGACA
IFF3int CAGATTCCTTGCAAGCCAATA
IFF2ext ATCCACACCACACACCAAAT
IFF2 int AAGATTCACTGGCCGATGAT
Iff1bext TGTTTGGGGCTATTGCAAAAC
Iff1bint TGAAGCCGAGTTAGTTGACGAA
IFF7ext GAATGGTTCTTAACGCCTTTC
IFF7int CAGAATCGTCGGTTGAAACA
IFF8 ext GCAGCCTTTTCCTGTTGTTA
IFF8int TTGACCACCATTACCACTTCT
IFF10ext TGGCGCTAGTATCAACTGTGG
IFF10Bext TCACCTTCCAGACCATAGGTT
IFF10int ??

IFF10Bint AGTGGTCGTCAAACAAGAGGT
IFF1lext TTCCTGTAACCGTCAAGGAGA
IFF1lint TAGCACCAAAATTGGCAACC

Annexe 4 : Oligonucléotides utilisées pour la vérification des clones par PCR sur colonie



Oligonucléotide Séquence

IFF1sF GTCTTCGGTATCTCTGACTC
IFF1sR CATCACTGTTGGTTACTTCC
IFF2sFb TCACATCCCTCAGAAAGACTG
IFF2sR CGAAAGCAACAAACATGAAC
[FF4sFter CAGCTTCACCGTATTTCTTG
[FF4sRter GATATGTGGAAATTAACTGTG
IFF5sF GGAGGAGGAAGAGATCAACAA
IFF5sRb CTGGCAATTGATTTCCCAC
IFF6sF TAAACCGTATGCAAGGTCCCA
IFF6sRb CCAGATTCTGCGAGATACATG
IFF7sF TCCAGGTTCTCCAAGAAGTTT
IFF7sR TCGCACGTTAATGAGAATACA
IFF8sFter GTCGTCGACTACTTCTATAG
IFF8sRter CTTTGTAATGCAAATACTAAAAAG
IFF10sF TCTTCCCAAGCAAGTATTCA
IFF10sR AATGCAGCCTTTACCTCCA
IFF11sF TTCCTGTAACCGTCAAGGAGA
IFF11SR TGTTGACGAACAAGATCACTT

Annexe 5 : Oligonucléotides utilisés pour les sondes de Southern blot



Annexe 6 : Alignement des ORFs IFF3 et [FF9 et position des oligonucléotides
utilisés pour leurs études.
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iff9

iff3
iff9

iff3
iff9

iff3
iff9

TCTCTTTCATCAAATATATTCTTTGTTCAATTTACAATCATATCAATAGTAATCTTTTGA

CACTGTTGTTTTCTTTTTTCAAAACTTGATACCTAAAAATGATTTGCCATCTGGTTTACC
————————————————————————————————————— ATTAACTT--CATCTTGGGCAAT

*  k  x k% Kk Kk k Kk *

CGTATAGCTTGCAACATCAGCAGCTTGCTTTTCCAAATCCAAAATCTTTTTATTAGACGT
TATCAAATGGGTAATAAGTATAGCTT---TAGCTAAACTAGGATTTGTAGGATTTAATGA

* * * Kk Kx Kk Kok Kk * * Kok ok * K * * kK * K

TTCAATTTTCTGTGATACATAATCGATTCTGCCATCTACTTTACCAATCTTGTAGATCTT
CACCAATTTA-ATGGCAATTCTTAAATCTTTTTGAATTAAATGACGACGATGTTTACGAT

* Kk Kk k * % * * * * % * * * * K * kK * *

CTCCAATTCCTCTTCCAATTTCTGAATCTTGGCTACCTCAAGCGATATCAACCGTCCAAT
CTTTAATTCTTTGTCCCTCTGGAGAATCACGAG-———-—-—-— GAGCAGTTAAAACTGTCAAGT
* k *khkkkk Kk * Kk k * * Kk k ok k * * Kk x * *khkKk kkk Kk K

ATACTCAGTCTCATACAACTTCCAAATTCGCAAGTCGCTAAT-GATATTGGCAAACGCTG
ATAAT--GTAGCAATTTCATTATAAATATATGCTGCATCAGTTAACATATTCAATCG---

* kK K * % * % * % * kKK * * K * KKk * kK KK

CTTTAAACAATGGTCTACCAGTAGATATTTTATCCAACACCCCCTTATCACGCTTCAAAG
—-TTCAAACATT--TCTCCAATTTTTAATTGTATCCCA-GTATATTCATCAC---TTAATG

* Kk kkkkKk K *kKk K Kk K KhkKk KKKk KkK* K * Kk kKK * Kk Kk

ATATCAAATCGTACTTTTCTAATGTCGTCAAAATCTCTAACGTTTCCTTCGATACTTTGA
G-ATCTAATCCAATTTCATT-----—-—--— CGCATGCTCTAATGCTTGTAAATAATATTTCA
*khk Kk kkkk * kK * * * *kkhkkkkhkk Kk Kk * * Kk k Kk

ACAATGGCAGTTTCACCAACTCACTATAATTAATGGTGTCACATTCAGACAACAACTTCA
ATGCTAATTGATAATCAAATTCCCCACGAT-—-——————— CACTTTCTGCCCATAATCCCT
* * * * kk kk ok Kk KK KhkKk khkk kK K Kk *

TAATGAGCCACACCTGCGATGGATCCCAGTTGC-TATCACCAGCACCAAATTTGTGATGA
TA-CGTAAAAATTTGGCAATTGAACTTGGAAAAGTATGTTTAGGCCACCACATATAATAA

* * * * R Ik S O S * * KK *x * * *x kK Kk Kk

CTGTTCAAGAAAAATGTGTTTATCAACTCAGCAGCCTGGGAAATCATCTCGTTGATTGCC
ACATACCCAGAAATAATACCTAGCCCCAATGTTGCATATACAAGTTTCTTCCAAAATGG-

*  Kx * KK * * Kk Kk * * * Kk Kk *Kx * KK R

TGTTGTGGGCTTTCTCCTGACTTGATACGTCTGATAAACGACTGCAAGTCCAACATTCTA
TGTTTTTGGTTGGTTGTAAGCAGCATAAGTTTGAT--—-———— TATAATTATATTGTGAGA
Kkkk Kk Kk * * * KkKk kk Kk KK * kk x * * *

CCTCCCAAAGGCTCAAGGCATTCGTCCAAAGTGCTAGTATCTTTGACCTTAAGTACATCA
CATGCCGACGAGATATAAAGTTGGCACGAGTTGCTGATATTGTTGTAGT--ATTTCGTGG

R S O S S * * K Kk *  x * KKK * KK * KK * R S S

CAGACATACTGTCTTGAGCTGGACATGGAGGCATCGGAAAGTGAAATGTCCTTGAACACC
TCTAAACAATACCCTACTATGGGTTCGTAATAAAT--ATCGTGAGTTCATATAGAAGTTT

R S S * K% * KK *  x * * * KKKk * R

TGGTTGGGCAAGGCATCATTCAAGAGCTGGAGCGACCCAACGTCTGCTGTCAAAAATATC
TAATT--GTTAGGTATAACCTAGGTG----GGTTCTCTATTGGTAACTTTTT----TTTC
* kk ok kKK KKk K * kK * * ok ok *k Kk * kK

ACATGTGCCGTGTTGTTCTGCACCAACCCAGACGCCCAATCTGCAACTAATGGAGGAATA
AATCGCTCTCTTTTTTTATATACCTATT----- GTTTGATTTGCCCTTAA--—-—-——— ATA
* * ok ok kk kK K kkk K * *k kokok * ok * kK

AAATCATTCAGCAGCACATCTGCACGACGGCTGTACTTGTTCAACACAATGATTGGTTTA
AA—————————— = TGAAAGTCGTGTCTGATGTA-ACCATCGCTTGTCTA

* ) * ) * * ) * Kk Kk *  kk kK *  kk kK

60

120

180
21

240
78

300
137

360
191

419
246

479
299

539
350

599
401

658
460

718
519

778
572

838
630

898
688

958
738

1018
786

1078
823
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GCTTCGGGGTGCTGTTGCAAGAATTGTTCTTCTTTGAGGACTTCGATTTTCTCATCGTCC
ACCT-———-- GTTGCTGCAGAAATAATAAGTTCTGGAACGTTCTG--TTTCTTTTTTTTT
*  Kx * kK KK KK * KK * * * kK * * KKK KK * *

TTCAATCTCTTGTTTCTTCTCTCAACACTCTTGACATATTTGTTGTACTCATTGGTTGTG
TTAGATTGATCCCGCTATACGACATCACCAAAAAC-CACCCACT-TCTTCCTTATTCTCA

* * * x * * KKk KKK * x * *  x KKk kK *

ATTTTCCGAATGGCTTGGGTCGCCAACAGAAACATGTTCTTGATTTGCGTCTCCTTGCTC
ATCTCATCTAAGG--TGTATCACCTA---ATACATAT-CACACTCCATTTAGCCATAGAC

* Kk Kk * kK * Kx *xKk KKk Kk Rk kO I S * * * Kk Kk *

TCGCTTAAACCTGATTTCTGTCCGGTTAATCCCTGAACTCCCAAATCAACAAAACGT-GA
TT-CCAAATTTTACATCATGTCTAATATATTATC-AGTATTCAATCCACCACCTTCTCGT

* * * ) * * * Kk Kk Kk * * * * * K Kk * Kk kK * %

CACCGTGTTTGTCCATGTGAAAACTGGGAAATACCCCAACTGCGATGCAGTCGTGTTTAT
CCCTACCCACCATCACCAGACGAATTGCAATCAGAATGTTTACCATGCACTGCCATTCAA

*  x * ) * ) * kK kK k% * R S i S * Kk Kk

CAAATTGTTGTCTGACCGTGCTTTGCCCAACTGGTCACACTCAAGCACCAAAACTTTCTT
TCAATTGTTGCC--ATCGG-—-—-———-— CGGTGGATTATATCTAAGTTC--—--ACCGAATC
KAkKKKKKK Kk * kK * R S S * Kk Kk * * * *

ATTTAACCGTTCGTCTGACCCCAAACTGTGCTCTAACACAAACTCCTCTTTACCAGACCC

AATTCAAAGATAAAACGACGGGGAAAATCGACGTTACGAAAAACCCCCTTTGGTGG---—
* * * * * * * Kk x * * * * * * K x * * * ok Kk Kk *
Iff3/9%ext

TTGGGGCCCCTTGACAATGATAAATGTATTGGCGTTCTCCATAATCCATAACTGGAGTTG
-CAACGATCAGTGAGAGGGGCAGGGATAATTTTGTT-TGGATTGGGTGCTTATCGTGCTG

* * * Kk Kk Kk * * * Kk Kk KKKk Kk * ) *x kK ok k%

CTTTGACTTTTCGTACCTTTCTATCCAAAACATGTTGCTTTCATTCTTGAGGTCACGAAC
GTGAAGTCGTTCAAATATTA-TATAGAAAGAGATTTGGTTAAATAAATAGTG----GTAG
* * Kk Kk * * ) * K Kk * Kk Kk KKKk kK * * * * * %

CGATTGCCCATCAACAATGTTTGAGCCGTTGCTGCTGTCATCCTCCTCAGAGCAACTCAG
TGATTG--———--— GCAGAATCAAGGAATTAGTTAGAAATAAGCAAGTTATATTAGTAAAG
* ok ko ok * % * * * kK * * Kk kK **

CCCGGTAACCTCCTGGATTTGACTGT-CAATGTAGTCGTAACTACTATACACCCATCCA-
---GATAA----—- GGATTGAATTGTTCAAGGTAAACAGTATTAATTCATGTCCGTTAAA
* kokok kokkkk Kk kxx kKK kkk K * Kk x % K,k K K

GTGATGGTTCTGT---ATGGAATGTAGAGATACTTGAACCATCTGCTCTCCTTAAACTGG
GAGACTTGTCAGTTTAATGATATATGAATATCCCTTGATAGT--ACTTTCCACTAATTTC

* k% * Kk kK * Kk * **x X * k*x x % * * * Kk Kk kk **x X%

TCAAACGATTTCCTGTTGTGGAGAAT-CTTGTACTCAATAAACCATTCTCGAATAGGATC
TTAAT--ACCAGTTAGCAAAGAGAGTGTTTGTT

* k% * * * Kk Kk Kk Kk * Kk Kk Kk *  k k% **x kX kX x x % * %

AAAAATCAACACAGCAAATGTGGCCAAAAGCGCAATCAACACTGGGATGGCAATCTTAGT

* k% *  x * **x  Xx * * * * **x kX * Kk k k Kk

GTGGTTCGAGATCAACAGAACCAAGAAATTCGATCTCTTAATGGCAACAAATTGAATGTG
TTCGTTTTCTAGATTG----— GTTTTAAT---
*  kk  kk ok xx * kkkk Kk kkx KKk K K,k kokok

AAGCGTGGTCTTGCCCCCATTCAACACCATGCCTGTGATACAATGTTTAGCACTGATTGC
AACCAATATGTTTCACGAACTTGGAATTCT---—-- TGAT-TATTGTATGTTTCTGGTCAC
* kK *x kk kK K *  x * * * Kk kK *  kk Kk Kk * kK Kk *

CGCTCTCGTGCTATGGAAATATATAAACGCTTCAGTGGCACCAGGTTCAATCTCATTAAT
TATTCCAATACTATTGTAATAACTAACTTATCAATTTGCACTTTGACAAAC--AGATAGT

* % Kk kkkKk K KkKkKk * kK * * Kk kK kK * * % *x K

CAAGCCGTATCGACGGAACAACACATACAATTCTTCTTCGGTCAACGGATCACCTTCGAA
TAACAAATAATATCCGATTAAAGGGCGTAATGTTATT---GTATATTGACAA---TTAAG

* % * % * KKk * % * kK * * * % * * % * * *

TTTGACTGAGAGTTTGGGACTGGGGAACCGGCGCAAGTCTTCAATCCATGGTGTACCTTT
TATGAT---AACTCTA----CAGTGAACAAATAAAAAACAA-GATCTA----GCATCTTC

* Kk ok * Kk * Kk Kk Kk * % * K,k Kk Kk * Kk kKK
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TACGGAGTACACCTTTGGCACATTTCGCCAGATCTGGTGGTAGAGTCTTGTGAGTATGTT
GATAAAGTAT--CTTGACCAAGAATGGTTAAACTCTATAGTAATGAAA-ATGAATAAGAG

* * Kk Kk Kk * Kk Kk * ) * % *  x * kK Kk * XKk KKk Kk

GCTGTTTACTCTTTCTTGTTCATTTCTCTCAACGTTCTCTCGTATTTCTTCAATGAATTG
TTTAAAACATCAACCGCGCGCGTGACTACCACCAATTATT--TACCATTACACTGT-CTC

* * ) * * *  x * ) * Kk Kk * * * * *  kk kK *
GGTGGCAGGGACTTCTGGCGGATACTTGA—TCTCTCCTTAG
GTTAGTAACGGCTTT------ AAATCGGAATTTAGCAAACTT----GATACTTCTCATGT
E I S S * Kk Kk *  Kx KKK KKK K K KK K * * * x *  x

CGGGACAAACTCAGTGATTTTGGCAGTTGTTGCCAATGGCGAAGACAAGTCCCATACTTT
CTAACTACACCTAATG-TATTTGCTTTTGGAACTATATGCCA----TAGTGCAGAGCCTT

* * k% * kk ok kk k% * Kk * * % **x X * Kk kx Kk * k%

CTGCTTCAATTTCTCATTGTCGTAGGCGGTGCTCCAGGGTAAACTGAATCGAGACAAATA
T--CCCCAAGCACT-ATTGACAAACAC-———-— TTAGACACATCCAAAAAGAAATGGTTC

* * * * * Kk kkkk Kk * * * % * % * % **x X% *

CTG-TTTAACAACATTTCTGGATGTTGTAAATGGGTATATGTGGTCGTAATACAACAACA
CCGATTTTGTAGAATTTCTTTTTCATTTGAATATTCCTAGCTAGTAACTACACAAAAA-—-

*  k Kk %k * * Kk kK k Kk * * kK k% * * * k% *  kk Kk Kk kK

CTTCGTTGTGTGTTTTATCAATAACCCCTGTGGCGGATGCCGAGTTATCGGACTCGGTGG
CTTTGTT-TGTTTCTAATACGGAATATCGGCTTCTCCTGTTGCAATATCTATCTCGCCAA

*kKk kkk kkk Kk Kk Kkk * * *  x * * % * * Kk k k * % k x

TGTCAGATTCCTTTTTCAATTTCTCAAGATCAGTTGAGTAGTACCGACATGGCGGGGATA
G---AGCTATGTTAGTAGGTTTCATTTCTACACTCAA--AGGACAAATCTATCTAGGAAC

**x X * % * * Kk Kk Kk **x X * * Kk Kk Kk * * * * x %

TGTAAACTGGTTTTGGCAATCGCAATTGCAGTCTCAATGTTCGAATGATCATTGATAGAT
CGGTTATT--TTTTTGCAACC--—--— TATGATTTTTTTTTTTCTATTATTTTT-———-— C

* *  *x *kkk kkkk Kk * * % * k% * Kk Kk Kk * %

GGTATAGTAATGTGTTGCTATGTGGTTGAAAAGAAAGTTAGGACAGCAAT-CAAAAAATT
GGCAAGCAAATCCGGTGACAACCAGTGGTGAA----TCTTGAACAAGATTGCTTCTATTT

** Kk * kK * KKk * *x Kk * % * Kk kKK * Kk K * KKk

AGGCCATCCGCACACACAAAATCAAATGCTCTTGTATTAAAAACCGCGAGACTTCTAT%E

TCTTTTTCTGGTTACACT---TTAGGTG—--—--— ACTAGATGG-ACGGGACTTC--TCC
* Kk K * Kk kK *  x * * * kK K Kk Kk kk ok kK *  x
Iff3bext
AGAACAACAACAATATCGATATTGGTCACATGCGGGCATTGGAGTATGTTCATAGTAATA
CGAATAA---—--— ACGTATCTTCTTTATATTGACTTGTTTCAGGAGTGTCAAAAAAGAA
* Kk Kk kK * * Kk Kk x *x ok kK * * * Kk K *kk Kx * *

ATTTTATGTGATTTGTGATATATTCCCATAAAATGATTAAGCATCAACCGCGCGCGTGAC
ATTTTTCGGGGCAGAT--CCCCCTTACACACTCTTCTAGAACATCAAGAAAAAGAAAACC

Kk Kk ok Kk * K * * *x Kk * * * Kk kk KKk K * *

TACCACCAATTATTTACCATTACACTGTCTCGTTAATAACGACTTTAAATTGGAATTTAG
AAACCCATTTTTGCAACTGGTTTACTATATC-TTCATTACAGAAACAAATTCTAATCTA-

R . * k * * * *kkhkk kK kk Kk kk Kk * Kk Kk ok k *kk kK
CAAACTTGAT
————— TACACCCCAGAAAACTATAAATTCACCCA-ACATCCTCTCCAG----TTTTTTTA
* * kK * * kkk ok kkkk Kk khkkk * Kk x * R . *
TGCAACTA
CAATTTCAATTCTTTTTC---ATCACTACAAACCAATCTTCAATCTTCCACATGCAACTA
E I R S S * KKK KKK * Kk kK * % * KAKKKKKK KKK

TTCCAGAATATTCTTGTTTCCATCGCTTTGCTCACACAGATAGTTTTTGCTATTGAGATC
TTCCAGAATATTTTTGTTTCCATTGCTTTGCTCACACAGATAGTTTTTGCTATTGAGATC

KAXKXKXKXKXKXKAKAKAKAKX AXAXXKXAKAKAKAAKX AXA XX A AKX AKX A A A A A A A A XA A A A A A XA AKX XA XA AR XA XA XA KKK

ACCGAAAACAAGGTCGATCGAGGCACAGTCACCTTGAACTTGGGCGACATTACCATTTAC
ACCGAAAACAAGGTCGATCGAGGCACAGTCACCTTGAACTTGGGCGACATTACCATTTAC

KA K KA A KA KA AR AR A A A A KA A A A A A AR A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A AR AR AR AR AKX KK

CCTGGGGCTTCCTGGTCTATTATCGACAATGCTTACACCAACTTCGTTGGTAAGTTAGAC
CCTGGGGCTTCCTGGTCCATCATCGACAATGCTTACACCAACTTCGTTGGTAAGTTAGAC

KAXKXKKXKXKXKAKAKAKAKAKAKAKAAKX AKX AAX AKX AKX KA A A KA A A A A A A A A A A A A A KA A A A AR XA A A XA XA KA XA KKK

GTCAGAGATGGTGCGGGGTTGTATATCTCCCTGACCTCTCATCTTTTGGCCCTTCAAGTC
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GTCAGAGATGGTGCGGGGTTGTATATCTCCCTGACCTCTCATCTTTTGGCCCTTCAAGTC

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R Rk I

AGTTTAACAACATTGCTCCACTCCATCACCAACAACGGAGTCGTCTCCTTTGACTCGCGT
AGTTTAACAACGTTGCTCCACTCCATCACCAACAACGGAGTCGTCTCCTTTGACTCGCGT

R R R R R I R R R R R R R R R R R R R R R R R I

ATTTCCAGAACCTCGTCCTCCTATGACTTGCGAGGCGTCTCCTTCACCAACAACGGGGAA
ATTTCCAGAACCTCGTCTTCCTATGACTTGCAAGGCGTCTCCTTCACCAACAACGGGGAA

R R R R R R R R R R R R S R R R R R R R Rk I

ATGTACTTTGCTGCTTCCGGTGAGTTCTCCAGCTCCACCGCACTCACTTCTGCCCTGTGG
ATGTACTTTGCTGCTTCCGGTGAGTTCTCCAGCTCCACTGCACTCACTTCTGCCCTGTGG

R R I

ACCAACACCGGGTTATTGCTGTTTTACCAAAATCAAAGAACCTCCGGCACCGTAAGTCTT
ACCAACACCAGGTTATTGCTGTTTTACCGAAATCAAAGAACCCCCGGCACCGTAAGTCTT

KhAKKKKKAK KAAKKAKAAKRKAKAKRAKRAAKAK* AAAKAKAAKAKAK* AAAKAKAAKAKA KK KKK

GGTATGCCCTTGGGATCCATCACCAACACCGGTCAGGTCTGTTTGAATAACCAGGTCTAC
GGTATGCCCTTGGGATCCATCACCAACAACGGTCAAGTCTGTTTGAATAACCAGGTCTAC

R R

GAACAAACAACCCAAATTAAGGGTTCGGGTTGTTTCACTGCCAACGGCGACTCCACCATT
GAACAAACAACCCAAATTAAGGGTTTGGGTTGTTTCACTGCCAACGGCGACTCCACCATT

R I

TACATCTCCAACGTTTTGTTAGCTGTTTCCCCCAAACAGAACTTTTACTTGACCGACAAG
TACATCTCCAACGTTTTGTTAGCTGTTTCCCCCAAACAGAACTTTTACTTGACCGACAAA

R T R )

GGTTCCTCCATGATTGTCCAAGCCGTATCTACCACACAAACATTCAACGTCTATGGTTTT
GGTTCCTCCATGATTGTCCAAGCCGTATCTACCACACAAACATTCAACGTCTATGGTTTC

R I

GGGGAAGGTAACAAAATTGGGTTGACTATTCCATTGATGGGAAATCTCTGGAATTCAGCA
GGTGAAGGTAACAAAATTGGGTTGACTATTCCATTGATGGGAAATCTCTGGAATTCAGCA

KK KKK KA KA KA A A A KA A A A A A A A AR A A A A A A AR A A AR A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AKX KK

TACGCTTATGACACCACTTCTGGTATCTTGACCTTGAGAAATCTTTTGCTTGAACAAAAA
TACGCTTATGACACCACTTCTGGTATCTTGACCTTGAGAAATCTTTTGCTTGAACAAAAA

KKK KK KA A A KA A AR AR A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR AR KKK

TTTAACATCGGTACAGGGTACGATCCATCAAAATTCCAAGTGGTCACTGATTCAGGTTCT
TTTAACATCGGTACAGGGTACGATCCATCAAAGTTCCAAGTGGTCACTGATTCAGGTTCT

KAKXKKAKA KA KA AKX AKX AKX A AKX XA AKX A KAKAAAKAKAKAAAX AX XXX XA A XA A XA XA A XA XA AKX XA KA XA KKK

GGTATTCCATCCACCATTTTAGGGTCTGTTGCATATTACGGGCGTGTTCCAGAAAGAACC
GGTATCCCATCCACCATTTTAGGGTCTGTTGCCTATTACGGGCGTGTTCCAGAAAGAACC

KAXKKAKX AAKXKXKAKAKAKAKAXAKAAKAKAKAKAXAXAAXAKAKAAAAX AXA XA AKX XA AKX AKX A A XA A XA XA A XA XA XA XA KKK

TTACCAAAGTCTTGTE&GATTCCTTGCAAGCCAATACCAGAGGCTCCAGGAACAACACCA
TTACCAAAGTCTTGTCAGATTCCTTGCAAGCCAATACCAGAGGCTCCAGGAACAACACCA

KKK KA KA A KA AR AR A KA A A A A A AR A A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A AR KA AR AR AR KKK

Iff3int

ACACAATACACTACTACCATCACAAAAACCAACACTGCCGGCAACACCGTCACCGAAAGT
ACACAATACACTACTACCATCACAAAAACCAACACTGCCGGCAACACCGTCACCGAAAGT

KA KK A KA KA KA A AR AR A KA A A A A A A AR A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR AKX KK

GGTGTTGTTAACGTTCTGACAGATAAAGGCGGCTCATGGTTCACCACCACCTCAATGTTC
GGTGTTGTTAACGTTCTGACAGATAAAGGCGGCTCATGGTTCACCACCACCTCAATGTTC

R IR Ik dh kb b b b b b b b b b b b b E b dh b b b bk E h kb bk b b b b b b b b b bk kb b b b b b b b i

CCAGCATTGTCCACTGCCCCATCCACCGCAACTGTTTTCTCTAGTGACACCATTATGTCA
CCAGCATTGTCCACTGCCCCATCCACTGCAACTGTTTTCTCTAGTGACACCATTATGTCA

KAKKKA KKK KA KA XA KA KAKA KA KA AKX KAKAKAKAKAAKX A A AKX A A A AR A A A A A A A AR AR AR AR AR KRR KA KK KK

ACAGTTGAACCTGATACCACAGAATTGGCCTCACTCACAGATATCCCTATCGAAACATCA
ACAGTTGAACCTAATACCACAGAATTGGCCTCACTCACAGATATCCCTATCGAAACATCA

KAKKKAKAKAKAKAKAKAX A A KK KA KA KA AR KA AR A A A KA A A A A A AR A A A A AR A AR A AR AR AR AR A KKK KK

TCAGTTGAAGAGTTGTTAAGTGTTATGTCTAATTGGGAAATATCTTCTGCTCCAACTTTA
TCAGTTGAAGAGTTGTTAAGTGTTATGTCTAATTGGGAAATATCTTCTGCTCCAACTTTA

R IR Ik dh b b b b b b b b b b b b b b E b dh h b b b kb h b b b dh b b b b b b b b b bk bk b b b b b b b b i

TCCATTGAAACACCTGTCTCAAGTCACCACTCTTCTATGCAACATTCATCCTTTGAATCT
TCCATTGAAACACCTGTCTCAAGTCACCACTCTTCTATGCAACATTCATCCTTTGAATCT
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R R

TCTGCTGATATCAATACCGTATTTTCCAGCGAGTCTGCATTTGAAACAGCCAGTGACTAT
TCTGCTGATATCAATACCGTATTTTCCAGCGAGTCTGCATTTGAAACAGCCAGTGACTAT

R R

ATTGTTTCCACGCCTTCACTGATTTCACATTCAACCATGGTACCTCAATCGTCTGTTTCT
ATTGTTTCCACGCCTTCACTGATTTCACATTCAACCATGGTACCTCAATCGTCTGTTTCT

R R R

GCCTTGTCCGTTGTTAGTGAGTCGCTCGCTTCTGCTGAGCCATCATTTGTCGTCCCAAGT
GCCTTGTCCGTTGTTAGTGAGTCGCTCGCTTCTGCTGAGCCATCATTTGTCGTCCCAAGT

R R

GAATCATTCATCTTCAGTGCATCTTCTGCTGCCCCCCAACCATCTAGCAGTACTTATTCA
GAATCATTCATCTTCAGTGCATCTTCTGCTGCCCCCCAACCATCTAGCAGTACTTATTCA

KKK KK KA A KA A A KA A A KA KA A KA A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AKX KK

GTCTCATTCACCACACAATTTGAAACCCCATCTTCTGCTGGTCCCTCATTGGTTACTTCT
GTCTCATTCACCACACAATTTGAAACCCCATCTTCTGCTGGTCCCTCATTGGTTACTTCT

KKK KK KA KA KA A AR A KA KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR AN KA KKK

GTTGAATCAAATACTGAACTTATTTCATCTGCCACTCAATCCAGTGATATACAAACTGAG
GTTGAATCAAATACTGAACTTATTTCATCTGCCACTCAATCCAGTGATATACAAACTGAG

KA KKK AR KA A AR AR AR A A A A AR AR A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A A A A AR A AR AR KA KK KK

TTCACTTCCACTTGGACTACTACCAATTCTGATGGTTCTGTTGTTACTGAATCAGGTATC
TTCACTTCCACTTGGACTACTACCAATTCTGATGGTTCTGTTGTTACTGAATCAGGTATC

KA K KA KA KA KA KA KA A AR KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR A AR KKK

ATAAGCCAATCAGGTACTTCATTAACCACCTTGACAACCTTCCAGCCAGCCACTTCATTA
ATAAGCCAATCAGGTACTTCATTAACCACCTTGACAACCTTCCAGCCAGCCACTTCATTA

KA KK A KA A A AR AR AR A A A A A A A A A A AR A A A AR A A A A A A KA A A A A A A A A A AR AR AR A AR KA K KK

GTTGTTCCACCATATAGTGTCATTGAAACTGAGTTTACATCAACTTGGACCACCACAAAC
GTTGTTCCACCATATAGTGTCATTGAAACTGAGTTTACATCAACTTGGACCACCACAAAC

KA KK AR A KA A AR KA KA KA A A A A A A A AR A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR A AR KK KK

TCAGACAGCTCAGTGGCTACTGAATCTGGTGTGGTTAGTCAATCAGACACTTTATTAACA
TCAGACAGCTCCGTGGCTACTGAATCTGGTGTGGTTAGTCAATCAGACACTTTATTAACA

KAKKKAKAKAKAKAKAKX A A KA KA KA KA KA AR AR A A A A AR A KA A A A A A A A A A A AR AR AR AR AR KRR A AKX KKK

ACCGTGACTACTTTCCCTCCTGCACCATCTGCTATTGTACCTGAATTCACATCACCTTGG
ACCGTGACTACTTTCCCTCCTGCACCATCTGCTATTGTACCTGAATTCACATCACCTTGG

R IRk dE b b b b b b b b b b b b b b E b Sh dh b b b kb h b b bk dh b b b b b b b b b b b b kb b b b b b bk i

AAAATCAACACTTCAATTGAGTCTAGTGAAACATTAACTGTTAGTGCCAGCTCCTATGAG
AAAATCAACACTTCAATTGAGTCTAGTGAAACATTAACTGTTAGTGCCAGCTCCTATGAG

R IR Ik dh dh kb b b b b b b b b b b b b E b b b b b b b b h b b bk dh b b b b b b b b b b b b kb b b b b b b b i

ACAGTGGGTGAATCATTGGCTGCTGCTACCTCATCATACTTGTCTTCTGCTACTGTTGTT
ACAGTGGGTGAATCATTGGCTGCTGCTACCTCATCATACTTGTCTTCTGCTACTGTTGTT

R R IRk dh kb b b b b b b b b b b b b h E b b b b b bk E h b bk dh b b b b b b b b b b bk kb b b b b b bk i

GTTGCTCCCTCAGAATCTGAAATCAATACTAGCAGCTCAATATTGAATAATGAAGAGATT
GTTGCTCCCTCAGAATCTGAAATCAATACTAGCAGCTCAATATTGAATAATGAAGAGATT

R IR Ik dE b b b b b b b b b b b b b b E b h dh b b bk h h b b bk dh b b b b b b b b b b b b kb b b b b b b b i

GCTTCTGCTCCAGTCTCCGACACAACGTCTATTGCTGAACACCATGATGGCTCATTATCC
GCTTCTGCTCCAGTCTCCGACACAACGTCTATTGCTGAACACCATGATGGCTCATTATCC

R IR Ik dh dh b b b b b b b b b b b b b b E b Sh dh b b b kb h b b b b b b b b b b b b b b b b kb b b b b b b b i

ATGACCACAACTGAATTTGTGAACAGCAATTCCCTTCCATCATCATCTCATCTGATTGTC
ATGACCACAACTGAATTTGTGAACAGCAATTCCCTTCCATCATC---TCATCTGATTGTC

R R R R R R R R R I R R R R R R R R R R R KKk KKKk Kk kkkkk ok

ACTGCCACCATCACCAGTTGCAACAAATCCAAGTGTTCTGAAAGTGTTGTTACCTATGTC
ACTGCCACCATCACCAGTTGTAACAAATCCAAGTGTTCTGAAAGTGTTGTTACCTATGTC

R R R R R R R I S R R R R R R R R R R R R I R R R I I I

TCAAGCGTTTCCTGTGCCACTATTACTGTGGGGGATTCCGAGAAAAATATTTCCACTGTT
TCAAGCGTTTCCTGTGCCATTATTACTGTGGGAGATTCCGAGAAAAATATTTCCACTGTT

R R R R R R R R S R R R R R I I I R R R R R R R Rk I

GGTAATAATGTCAGTAGTATCGTGGGTGACGATGTTTCCAACACACAAGCCATCACAATG
GGTAATAATGTCAGTAGTATCGTGGGTGACGATGTTTCCAACACACAAGCCATCACAATG

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R I
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GCAACTTCCACAGAAGGTGCTACTACCCTCACGAGTGTTTCAGGTGCTAAACCATCAGTT
GCAACTTCCACAGAAGGTGCTACTACCCTCACAAGTGTTTCAGGTGCTAAACCATCAGTT
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GCTAACGATGCCACTAACAGTGTACACACCACTGATTATACTACTGCCAC]
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CCGACTAATT] -
CCGACTAATTCTT CCATATGAAAACGGATCCAATAAAGAA

-CCAGTTTGTCAATTCCATCAGACGTCCCCATTGAAATTTCTGTCATCACA

hokkkhkkkkhkkxkkkkkkkkk  *xkk *x kkkk Kk kkx k% K,k okok ok ok *
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