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Résumé

La paroi du champignon filamenteux A. fumigatus conditionne la croissance et est
responsable du maintien de I’intégrité cellulaire lors de I’infection. Les protéines de la paroi
de ce champignon filamenteux n’avaient pas été étudiées jusqu’a présent alors qu’elles
semblent jouer un rdle essentiel dans la structuration de la paroi de la levure modele S.
cerevisiae. Une approche essentiellement biochimique a permis de caractériser les protéines
associées a la paroi de A. fumigatus. La majorité des protéines pariétales chez A. fumigatus
sont des protéines solubles. Une seule protéine est relarguée a partir de la paroi par un
traitement f3- (1,3) glucanase : c’est une phosphatase acide qui posséde une ancre GPI et dont

I’expression est réprimée en présence de phosphate inorganique. Par ailleurs, une étude des
protéines GPI chez A. fumigatus par génomique comparative a montré que les protéines GPI
décrites comme associées de fagon covalente a la paroi chez la levure n’ont pas d’homologue
chez A. fumigatus. Ainsi, I’organisation des protéines au sein de la paroi de 4. fumigatus est
différente de celle de la levure : les protéines pariétales ne semblent pas avoir un réle essentiel
dans I’élaboration de la paroi. Ensuite, une nouvelle famille de glycoprotéines portant un N-
glycane lié a un galactofuranose en position terminale a été décrite. Cette famille comprend :
une phospholipase C, une phosphatase alcaline et une phytase. Enfin, une analyse
morphologique de deux mutants chitine synthase et gluconosyltransférase a permis d’associer
la réduction de la croissance a un hyper-branchement du mycélium et a une diminution de la
taille de la cellule apicale sans que 1’organisation globale des polysaccharides pariétaux et le
taux de croissance spécifique soient affectés.

Abstract

A. fumigatus is the major pathogen among filamentous fungi. Its cell wall is involved in cell
growth and responsible for cellular integrity during infection. Cell wall proteins had not been
studies before. Their study showed that : (i) the majority of proteins present in the cell wall
are soluble proteins in transit to be secreted ; (ii) the main protein that is released by [3-
(1,3)glucanase treatment from an SDS/B mercaptoethanol-treated cell wall is an acid
phosphatase that has been characterized enzymatically and is a GPI-anchored protein whose
expression is repressed by phosphate ; (iii) a comparative genomic analysis has confirmed the
biochemical study and showed that none of the GPI-anchored proteins covalently bound to
polysaccharides in yeast have homologues in A. fumigatus. These results suggested that
organization of proteins in 4. fumigatus cell wall is different from what is known about S.
cerevisiae and that cell wall associated proteins do not play an essential role in the structural
organization of the cell wall of A. fumigatus. Besides, a new class of glycoproteins has been
described : galactomannanproteins (GMP) having a N-glycan with a terminal
galactofuransose. This study has shown that, in contrast to yeast cells, the GMPs do not have
an N-glycan with a long N-mannan backbone. Finally, an analysis of morphogenesis growth
of two cell wall mutants having a reduced growth and a pattern of GPI anchored proteins
different from the parent strains showed that that reduced growth is associated to an
hyperbranching of the mycelium and a reduced apical cell size. Although cell wall
polysaccaharides content was different, localization of these polysaccharides in the cell wall
does not differ between each strain.



AVANT-PROPOS

Les infections fongiques invasives représentent aujourd’hui une des pathologies
infectieuses les plus graves en sant¢ humaine. Les deux especes les plus importantes chez les
patients immunodéprimés dans nos pays industrialisés sont Candida albicans et Aspergillus
fumigatus. La mortalité due aux mycoses invasives causées par ces deux champignons est en
constante augmentation. Leur morbidité entraine des prolongations de séjour hospitalier et le
colt des traitements antifongiques croit régulierement dans tous les hdpitaux européens et
nord-américains.

Depuis 10 ans maintenant, Aspergillus fumigatus est la cause d’un nombre croissant de
déceés a I’hopital. Cette situation est associée a 1’augmentation des patients a risque
consécutivement (1) au développement de chimiothérapies de plus en plus drastiques pour
combattre les cancers, (2) a ’augmentation du nombre de transplantations d’organes (évalué a
500 000 par an dans le monde), (3) a [utilisation croissante de traitements
immunosuppresseurs pour traiter les maladies auto-immunes et (4) a la persistance
d’infections au HIV.

Les antifongiques utilisés dans le traitement de I’aspergillose sont essentiellement au
nombre de deux : I’Amphotéricine B et I’itraconazole. Méme si des progres ont été réalisés
dans le domaine, suite a la commercialisation de nouveaux azolés ou de préparations
lipidiques de 1I’Amphotéricine B, ou encore des candines qui sont des inhibiteurs de la
synthése des B-1,3 glucanes pariétaux, la mortalité due a ’aspergillose reste élevée en raison
d’un diagnostic trop tardif et de 1’efficacité insuffisante de ces antifongiques.

La paroi du champignon est le lieu privilégi¢ des échanges entre la cellule et I’hote et
est indispensable a 1’intégrité de la cellule fongique en jouant un role essentiel dans la
résistance aux agressions externes et en particulier aux défenses des cellules immunitaires de
I’héte. Elle représente ainsi une cible potentielle pour de nouveaux antifongiques. L’étude de
la paroi ou des mécanismes qui participent a son €laboration fait donc aujourd’hui I’objet de
nombreuses études fondamentales et appliquées. Si ces études sont bien développées chez la
levure modele S. cerevisiae, les recherches centrées sur la paroi des champignons filamenteux
pathogénes comme 4. fumigatus restent limitées.

Les travaux abordés durant ma thése sont centrés sur 1'étude des protéines associées a
la paroi de A. fumigatus. C’est un des aspects qui a totalement ét¢ ignoré jusqu'a ce jour dans

l'analyse de la paroi de ce champignon filamenteux, alors que les travaux chez la levure
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suggerent un role essentiel de ces protéines dans la structuration de la paroi. Chez un
champignon pathogéne comme A. fumigatus, ces protéines pari€tales présentent
potentiellement un double intérét : elles peuvent étre impliquées soit dans les relations hote —

pathogéne soit dans 1’organisation de la paroi cellulaire.
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1 CONNAISSANCES BIBLIOGRAPHIQUES

1.1 Aspergillus fumigatus et aspergillose
1.1.1 Aspergillus : un champignon saprophyte et ubiquitaire

1.1.1.1 Taxonomie, morphologie et génome

Les Aspergillus sont des champignons filamenteux de la classe des Ascomycetes
(Raper et Fennell, 1965) Aujourd’hui, le genre Aspergillus est constitué de plus de 150
espéces réparties en 6 sections (Aspergillus, Nidulans, Fumigati, Clavati, Ornati et
Circumdati) et 18 groupes (Samson, 1999) sur la base de caractéristiques morphologiques,

biochimiques, écologiques et génétiques.

A B

Figure 1 : Aspergillus fumigatus. (A) Conidiophores de Aspergillus fumigatus ; (B) Cycle biologique de

Aspergillus fumigatus CO : conidie, TG : tube germinatif, M : mycélium, C : conidiophore.

Le cycle biologique de A. fumigatus est présenté dans la figure 1. La conidie, spore
asexuée, est arrondie avec un diametre de 2 a 3 pm et de couleur vert-foncé (Samson, 1999).
Cette conidie unicellulaire qui est normalement dormante gonfle et émet un tube germinatif
dés qu’elle est placée dans un milieu aqueux contenant une source de carbone et d’azote
appropriée (Figure 1). Ce tube germinatif évolue en un mycélium végétatif formé de filaments
septés, ramifi€s et multi-nucléés (Momany & Taylor, 2000). Lorsque le milieu est épuisé, des

filaments différenciés aériens se terminant par une vésicule apparaissent. La vésicule porte



une rangée de phialides au sommet desquelles apparaissent les conidies qui sont groupées en

chainettes. Les chaines de conidies peuvent atteindre 100 pm.

A. fumigatus est un organisme haploide pour lequel aucun stade sexu€ n'est connu
aujourd'hui. Les études de typage moléculaire, principalement réalisées par comparaison des
polymorphismes de longueur des fragments de restriction (RFLP) visualisés par hybridation
de Southern a I’aide d’une sonde moyennement répétée et 1’étude du polymorphisme des
microsatellites font apparaitre une grande variabilité¢ génétique entre souches de 4. fumigatus
(Chazalet et al., 1998, Latgé, 1999, Bart-Delabesse et al., 2001, Lasker et al., 2002). Un
programme international de séquencgage du génome d’une souche de 4. fumigatus (AF293) est
bien avancé et implique essentiellement le TIGR (The Institute for Genomic Research, USA)
et le Sanger center (Angleterre). La taille du génome est évaluée a 28,7 Mb avec un ratio de
GC de 50 %. Seuls 85 genes avaient ¢€té auparavant séquenceés et publiés sur un total de
11000 génes estimés dans la séquence. La séquence de A. fumigatus obtenue par séquengage
aléatoire (shotgun sequencing) représente aujourd’hui 10 équivalents génome et est disponible
publiquement sur le site internet www.tigr.org. Les données sont réparties en 1578
assemblages (contigs), ce qui représente plus de 94 % du génome de A. fumigatus.

L’annotation débutera en mai 2003 (Denning et al., 2002).

1.1.1.2 Biologie et écologie

A. fumigatus est un champignon adrobie saprophyte ubiquitaire qui joue un rdle
important dans le recyclage du carbone et de 1’azote organique. Sa niche écologique naturelle
est le sol ou il se développe sur la matiere organique en décomposition. Il pousse tres vite, la
taille d’une colonie pouvant atteindre 4 +/-1 cm en une semaine sur un milieu synthétique
Czapek Dox agar a 25°C (Latgé, 1999). C'est une espece thermophile qui peut pousser jusqu'a
55°C et survivre jusqu'a 70°C. Du fait de ses propriétés thermophiles, de sa capacité¢ de
sporulation élevée et de I’absence de besoins nutritionnels spécifiques, il peut coloniser un
grand nombre de substrats différents. Il est ainsi un habitant privilégié des composts et autres
matiéres organiques en décomposition telles que fourrages humides, grains et farines avariées.

Bien que cette espece ne soit pas la plus répandue dans le monde fongique, on retrouve
ses spores dans I’air de tous les environnements. Une téte aspergillaire est capable de produire
des centaines de conidies. Du fait de leur hydrophobicité et de leur petite taille, les conidies

sont facilement dispersées dans 1’air par les turbulences aériennes qui permettent aux conidies



de se détacher et de se disperser dans 1’environnement. La concentration moyenne de spores
d’Aspergillus dans 1’atmosphére varie de 1 a 100 spores/m3 et elle augmente largement en
présence de poussiere dans 1’atmosphere (Goodley et al., 1994). Ainsi, I’inhalation des spores
par ’homme est constante et quotidienne. En raison de sa présence permanente dans
I’atmosphere, de sa thermophilie et de ses aptitudes saprophytiques, A. fumigatus est capable
de se développer comme pathogeéne dans les voies aériennes de I’homme et de I’animal. Ce
développement résulte a la fois des propriétés biologiques du champignon et de conditions

générales ou locales prédisposantes qui seront discutées ci-dessous.

1.1.2 Aspergillus fumigatus : un pathogéne opportuniste

1.1.2.1 Pathologies aspergillaires

Trois types d’aspergillose pulmonaire sont essentiellement rencontrés et sont
caractérisés par des mécanismes physiopathologiques et immunologiques différents associés a
un développement fongique d’importance variable (Tableau 1). La gravité de ces infections
est tres différente et va de la simple rhinite allergique a la mort du patient consécutivement a

I’envahissement du poumon et d’autres organes (Stevens et al., 2000, Denning, 1998, Latgé,
1999).

Tableau 1 : Comparaison des 3 types d'aspergilloses causées par A. fumigatus.

Maladie Etat Croissance Sévérité
immunitaire mycélienne

Allergie IC - -

Aspergillome et ABPA IC + +

Aspergillose invasive ID +++ +++

IC : immunocompétent

ID : immunodéficient
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L’aspergillose allergique

Une exposition prolongée aux spores de Aspergillus peut déclencher des crises
d’asthme ou des rhinites allergiques chez des patients généralement atopiques. Dans ce cas, il
n'y a pas de développement du champignon. Chez les asthmatiques anciens ou chez les
enfants porteurs de mucoviscidose, il peut étre a Iorigine d’une aspergillose
bronchopulmonaire allergique (ABPA) accompagnée d’un développement limit€ du
champignon. Cette maladie se caractérise par la présence d’un infiltrat pulmonaire, d’une
forte éosinophilie, de réactions d’hypersensibilit¢ immédiate et de la présence de précipitines
(fortes concentrations d’IgG et d’IgE anti-Aspergillus). Son évolution peut-étre mortelle et il

est donc essentiel d’améliorer le diagnostic de ce type d’aspergillose.

L’aspergillome

L’aspergillome est dii au développement du champignon dans une cavité pulmonaire
pré-existante (kyste pulmonaire ou plus fréquemment cavités séquellaires d’une ancienne
tuberculose). Cette cavité, en communication avec 1’arbre bronchique, favorise 1’aération du
milieu nécessaire au développement des spores dés leur arrivée dans le poumon. L’absence ou
I’insuffisance des défenses locales notamment phagocytaires sont des facteurs qui permettent
la germination des spores et le développement d’une boule mycélienne. Cette masse fongique
va combler progressivement la cavité. Les traitements antifongiques classiques, notamment a
base d’Amphotéricine B, sont souvent peu efficaces dans le traitement de cette maladie

(Denning et al., 1990).

L’aspergillose invasive

L’aspergillose pulmonaire invasive se caractérise par 1’envahissement du parenchyme
pulmonaire, des bronches et des vaisseaux par le mycélium. Le champignon peut s’étendre a
d’autres organes (cerveau, cceur, reins...). Cette forme de maladie est le plus souvent
mortelle.

Le nombre de cas d’aspergillose invasive (Al) n’a cessé¢ d’augmenter au cours des
derniéres années (Groll et al., 1996, Denning, 2002). Parmi les infections fongiques invasives,
I’incidence des aspergilloses est passée de 17 % entre 1978 et 1982 a 60 % entre 1988 et
1992, alors que celle des candidoses a chuté de 77% a 24% pendant la méme période (Groll et
al., 1996) (Figure 2). Cette diminution se note plus particulierement chez les transplantés de
moelle osseuse (Marr et al., 2002) ou I’utilisation du fluconazole entraine une baisse de la

prévalence des candidoses (Ninin et al., 2001).
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Figure 2 : Prévalence des champignons pathogénes a I’hépital de Francfort de 1978 a 1993 (d'aprés Groll
et al., 1996).

L'Al atteint essentiellement les patients immunodéprimés : l'incidence de I'Al est de 5
a 24 % chez les patients atteints de leucémie, 0,5 & 9 % chez les individus ayant subi une
greffe de moelle osseuse et 0.5 a 26 % chez les patients ayant regu une transplantation
d'organe solide (Marr et al., 2002) (Tableau 2). L'Al se retrouve également chez les patients
atteints du SIDA (jusqu'a 12% des cas). Par contre, elle est peu fréquente chez les patients

immunocompétents (Latgé, 1999).

Tableau 2 : Incidence de ’aspergillose invasive en fonction de la pathologie sous-jacente (Denning, 1998).

Conditions Incidence (%)
Transplantation pulmonaire ou cceur-poumon 19-26
Granulomatose chronique 25-40
Leucémie aigué 5-24
Greffe de moelle osseuse allogénique 4-9
Greffe de moelle osseuse autologue 0,5-6
SIDA 0-12
Transplantation hépathique 1,5-10
Transplantation rénale et cardiaque 0,5-10
Immunodéficience combinée sévere 3,5
Brilure 1-7
Lupus érythémateux disséminé 1

Des especes autres que A. fumigatus (Marr et al., 2002) telles que A4. flavus, A. terreus,
A. niger et A. nidulans peuvent étre responsables d’infections chez I’homme (Wald et al.,

1997). Une des caractéristiques essentielles des especes de Aspergillus pathogénes est leur
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capacité a pousser a 37°C (Denning, 1998). L’incidence des especes non-fumigatus augmente
depuis 1995 (18 % des lavages bronchoalvéolaires entre 1993 et 1995, 34 % entre 1996 et
1998) (Marr et al., 2002). A. fumigatus reste cependant responsable de la grande majorité des
infections vues chez ’homme et cette espéce est devenue aujourd’hui le pathogéne aérien le
plus fréquent et le plus dangereux entrainant donc des infections invasives sévéres le plus

souvent fatales.

1.1.2.2 La pathogénicité

Un trait essentiel de la pathogénicité de A. fumigatus est son caractére opportuniste.
Cette espéce ne devient pathogene que si elle rencontre des conditions générales et/ou locales
de I’hote favorables a son développement. La virulence de cette espéce ne pourra étre
comprise que si ’on prend en compte de concert les caractéristiques biologiques de cette

espéce et le terrain immunologique sur lequel elle s'établit.

Facteurs fongiques

Pour envahir son hote, A. fumigatus doit étre capable de résister aux défenses
phagocytaires de 1’hote et d’envahir le parenchyme pulmonaire (Latgé, 2001). Les facteurs de
virulence recherchés sont donc soit des molécules permettant une plus grande résistance a
I’attaque phagocytaire, soit des enzymes favorisant le développement mycélien dans les
tissus. La principale stratégie utilisée pour mettre en évidence les facteurs de virulence est
basée sur la construction de mutants ayant une virulence atténuée dans des modeéles murins
d’aspergillose invasive. La production de mutants peut se faire de maniere aléatoire ou par
disruption de geénes codant pour des protéines ayant des activités enzymatiques a priori
essentielles pour le développement du champignon dans les poumons. Ainsi, 4 types de
facteurs ayant un role potentiel dans la virulence ont été mentionnés : les adhésines, les
hydrolases, les toxines et les pigments (Tableau 3). Les hydrophobines (protéines
hydrophobes appelées « rodlets »), qui sont présentes a la surface des conidies et sont
responsables de leur hydrophobicité, permettent aux conidies de se fixer a certaines protéines
hydrophobes de 1’hote comme le collagéne. Les mutants dépourvus de rodlets sont toujours
virulents mais la réponse inflammatoire est diminuée (Thau et al., 1994, Paris et al., 2003a).
De nombreuses protéases sécrétées (métalloprotéase, dipeptidylpeptidase, sérine protéase ...)
ont été décrites mais leur role dans la pathogénicité n’a pas été montré (Jaton-Ogay et al.,

1994, Monod et al., 1995). Aspergillus produit également des superoxide dismutases (Holdom
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et al., 1996) et des catalases (Calera et al., 1997, Paris et al., 2003b) qui lui permettent de se
protéger des radicaux libres libérés par les cellules phagocytaires. Mais, comme dans le cas
des hydrophobines, seul le double mutant catalase a une pathogénicité légérement et
transitoirement affectée. La gliotoxine, métabolite secondaire de A. fumigatus le plus étudié,
réduit la phagocytose par les macrophages et les neutrophiles et induit 1’apoptose de ces
cellules mais il n’a pas été établi qu’elle contribue a la virulence de A. fumigatus. En
revanche, la mélanine constituant la couche extérieure de la conidie et la protégeant ainsi des
réactifs oxydants produits par les phagocytes a montré un role important dans la pathogénicité
(Jahn et al., 2000). Les souches qui ont une croissance réduite ou qui ne germent pas in vivo
pour des problémes d’auxotrophie sont aussi affectées dans leur virulence (Brown et al., 1998,
D'Enfert, 1999, Latgé, 2002). Cependant, aucune souche de A. fumigatus avirulente n’a pu
étre construite a ce jour et reste le « Graal » de tous les mycologues étudiant la virulence de
cette espece.

Les résultats obtenus a ce jour suggérent ainsi que la virulence de A. fumigatus serait
multifactorielle. Une analyse par transcriptome des génes exprimés de fagon différentielle in
vivo pourrait permettre de mettre en évidence les voies métaboliques essentielles a la
virulence. Une telle étude est aujourd’hui possible grace au séquengage du génome de cet

organisme.

Tableau 3 : Les facteurs potentiels de virulence étudiés chez A. fumigatus.

Catégories Molécules Réle dans la virulence
Toxines Rnase non
Gliotoxine
Enzymes Sérine protéase non
Aspartic protéase non
Meétalloprotéases non
Catalases limité
Adhésines Hydrophobines limité
Pigments Enzymes de biosynthese de la mélanine oui

Facteurs de défense de I’hote

Le premier mécanisme de défense qui élimine les conidies est 'action du battement
ciliaire qui dirige la majorité des conidies, piégées dans le mucus de 1'épithélium bronchique
vers le tractus digestif (Latgé, 2001). Les conidies de A. fumigatus peuvent aussi étre

internalisées par les cellules épithéliales et échapper ainsi aux mécanismes de défense de
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I’hdte pour servir d'inoculum potentiel consécutivement a I’'immunosuppression du patient
(Paris, et al, 1997, Wasynlka et al., 2002).

La deuxiéme et principale ligne de défense de 1’organisme pour éliminer les spores de
A. fumigatus dans les poumons est représentée par les macrophages alvéolaires (MA). La
reconnaissance de la conidie par le macrophage alvéolaire (MA) a été peu étudiée. Néanmoins
des interactions de type lectine semblent étre impliquées dans I’adhérence et 1’ingestion de la
conidie. Le récepteur au mannose et au fucose ainsi que deux autres récepteurs inhibés par du
B-glucane et des chitooligosaccharides ont été suggérés comme ¢€tant impliqués dans le
phénomene d’adhésion (Kan & Bennett, 1991, Kan & Bennett, 1988) mais aucun récepteur
spécifique n’a pu étre identifié a ce jour. Apres phagocytose, les conidies gonflent dans le
MA, y compris chez les patients immunocompétents. Le processus d’élimination des conidies
est relativement lent. Seulement 10 % des conidies phagocytées sont tuées apres 6 heures de
phagocytose. Les mécanismes antimicrobiens responsables de 1’élimination des conidies sont
les réactifs oxydants (Ibrahim-Granet et al., 2003, Philippe et al., 2003).

La troisieme ligne de défense est assurée par les polynucléaires neutrophiles (PN) qui
interviennent lorsque les conidies ont germé. Les PN activés ont la capacité d’adhérer aux
hyphes aspergillaires (Kozel et al., 1996) qui ne peuvent pas étre phagocytés en raison de leur
grande taille. Le contact entre hyphes et PN déclenche la sécrétion de réactifs oxydants et
d’enzymes par dégranulation. L’élimination est rapide (50 % des hyphes sont tués aprés 2
heures d’incubation).

L’immunosuppression, notamment due aux corticoides, a de nombreux effets négatifs
sur les réactions de défense de 1’hote vis a vis d’Aspergillus. Elle diminue notamment
I’efficacité des défenses phagocytaires de 1'hote. Elle altere aussi l'intégrité de la muqueuse
respiratoire. En outre, les traitements immunosuppresseurs perturbent aussi les cellules T et
les cellules dendritiques. Or, des études récentes ont montré un role de I’immunité acquise
dans la lutte contre 1’infection aspergillaire chez la souris et chez ’homme. La résistance aux
infections causées par A. fumigatus dépendrait d’une réponse de type Thl tandis que le
développement d’une infection s’accompagnerait d’une réponse de type Th2 qui est stimulée
par les corticoides (Cenci et al., 1999, Cenci et al, 1997, Bozza et al., 2002, Hebart et al 2002,
Graziutti et al., 2001).
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1.1.2.3 Les traitements

Actuellement, deux principaux antifongiques 1’Amphotéricine B (AmB) de la famille
des polyénes et I’itraconazole de la famille des azolés sont utilisés pour traiter les
aspergilloses. Malgré une bonne activité in vitro, I’efficacité de ces médicaments in vivo
contre A. fumigatus reste limitée, ce qui, associé a un diagnostic tardif, est la raison principale
de la mortalité élevée observée chez les patients atteints d’aspergillose invasive.

L’AmB se fixe sur I’ergostérol des membranes fongiques, créant ainsi des canaux
transmembranaires qui créent des déséquilibres dans les flux ioniques a travers les
membranes. Cependant I’AmB peut aussi se fixer aux cholestérols des membranes des
mammiféres et est donc responsable d’une toxicité secondaire importante.

Le mode d’action des azolés est tres bien connu. La fonction azole rentre en
compétition avec le fer au niveau du cytochrome P450 et inhibe ainsi la synthése de
’ergostérol, ce qui entraine une altération de la fluidit¢ de la membrane. L’itraconazole se
fixe faiblement au cytochrome P450 des cellules mammiféres, d’ou une faible toxicité du
médicament pour I’homme. Des souches d’Aspergillus résistantes a 1’itraconazole ont été
cependant identifiées récemment (Tkacz & DiDomenico, 2001).

Des progrés ont été réalisés dans le traitement des aspergilloses grace a I’apparition sur le
marché de nouveaux azolés (voriconazole, posaconazole, ravuconazole) qui ont un spectre
d’action plus large que les azolés classiques et a I’amélioration des formulations de I’AmB et
de l’itraconazole qui permet une meilleure utilisation des antifongiques. Cependant, la
mortalité est toujours élevée chez les patients atteints d'Al Il est donc nécessaire de mettre au
point de nouveaux antifongiques et d’identifier de nouvelles cibles spécifiques aux
champignons. La paroi a été reconnue depuis de nombreuses années, comme une cible
potentielle puisque les polysaccharides qui la constituent sont spécifiques du champignon et
ne sont pas rencontrés chez ’homme. Les enzymes intervenant dans leur synthése sont donc
des cibles privilégiées. Ce concept s'est trouvé récemment vérifié par le développement
d’inhibiteurs de la glucane synthase (caspofungine, anidulafungine, micafungine) qui
présentent une activité fongicide contre de nombreux champignons. Notamment, la
caspofungine, soluble dans I’eau, qui est actuellement utilisée en clinique sous le nom de
Cancidas s’est révélée efficace pour le traitement des aspergilloses invasives notamment chez
des patients en échec thérapeutique ou intolérants aux traitements antifongiques déja

disponibles (Groll & Walsh, 2001).
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1.2 La paroi de Aspergillus fumigatus

A. fumigatus, comme tous les champignons, possede une paroi qui non seulement protége
la cellule fongique du monde extérieur mais qui est aussi essentielle aux échanges entre
cellule fongique et environnement et a ce titre joue donc un réle dans les relations hote-
pathogene. Cette paroi constitue une matrice extracellulaire entourant la membrane plasmique
et a une épaisseur moyenne de 100-200 nm. Elle représente 15-25 % du poids sec de la cellule
chez la levure et les champignons filamenteux (Fleet, 1991). La paroi est une structure
complexe constituée essentiellement de polysaccharides et de protéines dont la composition
varie en fonction de I’environnement et du stade fongique considéré, conidie ou mycélium
(Bernard et Latgé, 2001). Par exemple, au contraire de la paroi mycélienne qui est caractérisée
par la présence d’une seule couche transparente aux électrons, la paroi de la conidie est
composée de deux couches : une couche externe dense et pigmentée (constituée de mélanine)

et une couche interne transparente aux électrons (Figure 3).

Figure 3 : Caractéristiques ultrastructurales de la paroi du mycélium (a, b) et de la conidie (c, d) de A.
Jfumigatus. a, ¢, Microscopie a balayage ; b, d, Coupe en microscopie électronique a transmission de la
paroi du mycélium ou de la conidie (A noter la couche extérieure de mélanine dense aux électrons dans la

paroi de la conidie). Grossissement : a, x2000, b, x10 000, ¢, x1000, d, x100 000 (Bernard & Latgé, 2001).
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Une revue bibliographique centrée sur la paroi de A. fumigatus a déja été publiée
(Bernard et Latgé, 2001) (voir chapitre 1.4). Seuls seront repris ici les points essentiels
permettant de comprendre l'organisation structurale et la biosynthése de la paroi de ce
champignon filamenteux et de l'analyser comparativement a celle des levures S. cerevisiae, S.

pombe et C. albicans.

1.2.1 Role de la paroi

1.2.1.1 Protection osmotique

La paroi préserve l'intégrité osmotique de la cellule. Sans paroi et en absence de
stabilisateur osmotique, les protoplastes, cellules sans paroi, lysent. La sensibilité osmotique
peut étre retrouvée consécutivement a une mutation affectant un composé essentiel de la
paroi. Par exemple, I'addition de chlorure de potassium (KCl) 0,6 M restaure des phénotypes
de certains mutants chitine synthase de A. fumigatus (Aufauvre-Brown et al., 1997 ; Mellado
et al., 2003).

1.2.1.2 Morphologie

La paroi est une structure rigide, mais dotée d'une grande plasticité, et évolutive
puisqu'elle entoure les diverses propagules rencontrées chez cette espece : conidie, conidie
gonflée, tube germinatif polarisé, branchement, vésicule, phialides,... qui ont des
morphologies trés différentes. A ce jour, une seule mutation dans des génes impliqués dans la
biosyntheése de la paroi a été rapportée comme s'accompagnant de modifications de la
morphologie des conidies. Il s'agit du double mutant chse/chsg de A. fumigatus, dont les

conidies ne sont pas sphériques mais ont des formes allongées (Mellado et al., 2003).

1.2.1.3 Permeéabilite

La paroi constitue une barriere sélective : sa perméabilité détermine I’influx ou
I’efflux de molécules. La taille des molécules pouvant traverser la paroi n'a pas été étudiée
chez A. fumigatus. L'analyse de cette perméabilité est pourtant essentielle car elle intervient
notamment dans la pénétration des molécules antifongiques. En outre, les conidies gonflées
sont beaucoup plus sensibles a l'action des réactifs oxydants produits par les macrophages que

les conidies dormantes (Philippe et al, 2003). On ne connait pas les déterminants de la
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porosité pariétale méme si un role des mannoprotéines pariétales a €té mis en avant chez S.

cerevisiae (Zlotnik et al., 1984, De Nobel, 1990a, 1990b, 1991).

1.2.1.4 Réservoir de protéines et interactions avec les cellule-hote

La paroi protege la cellule fongique de son environnement. Dans le cas d’un
champignon pathogeéne comme A. fumigatus, la paroi a la fois du mycélium et des conidies
joue un role majeur dans la protection du champignon vis a vis des mécanismes de killing par
les phagocytes pulmonaires. La couche d’hydrophobines présente a la surface de la conidie
confére un caractére hydrophobe a ces conidies (structure en rodlets) et intervient dans le
contact avec 1’hote (Girardin et al., 1999). Les mutants ne possédant pas cette couche de
rodlets adhérent moins au collagene (Thau et al., 1994) et sont moins sensibles au killing par
les macrophages alvéolaires (Paris et al., 2003). Enfin, la couche de mélanine en surface des
conidies les protége des mécanismes oxydatifs des phagocytes (Jahn et al., 2000).

La paroi est aussi un réservoir de molécules fongiques ayant un role actif lors de
l'infection : molécules d'adhésion, enzymes hydrolytiques (Latgé, 1999). Un des exemples
d'enzymes hydrolytiques est la sérine protéase Alpp de A. fumigatus qui intervient dans
I'hydrolyse des protéines du parenchyme pulmonaire et qui a été localisée par
immunofluorescence dans la paroi (Moutaouakil et al., 1993). Les récepteurs de surface
permettant aux conidies de 4. fumigatus d'adhérer spécifiquement aux protéines de 1’hote ou
de la membrane basale n'ont pas été identifiés (collagene, laminine,...) (Coulot et al., 1994).
La paroi est également une source de molécules antigéniques soit polysaccharidiques comme
le galactomannane (Jensen et al., 1993), soit protéiques telles que la dipeptidyl peptidase V
(Kobayashi et al., 1993), la catalase (Calera et al., 1997) et la ribonucléase (Latgé et al., 1991,
Jensen et al., 1993).

1.2.2 L’organisation des polysaccharides dans la paroi du mycélium de A4.

fumigatus

1.2.2.1 Méthode utilisée pour étudier les polysaccharides de la paroi de A.

fumigatus

La figure 4 montre les différents traitements utilisés pour solubiliser les

polysaccharides de la paroi du mycélium de A. fumigatus, étape nécessaire avant de pouvoir
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les analyser. Un traitement avec NaOH 1M en présence de NaBH4 a 70°C permet de
fractionner les polysaccharides de la paroi en deux groupes, selon leur solubilité¢ dans la soude
a chaud. La fraction alcali-soluble est principalement constituée de a(1,3)-glucane et de
galactomannane (tableau 4). La fraction alcali-insoluble, qui est la fraction considérée comme
responsable de la rigidité de la paroi, représente 40 % du poids sec de la paroi et elle contient
en majorité des B-1,3 glucanes, du galactomannane et de la chitine (tableau 4). Cette fraction
a été analysée en détail par Fontaine et al. (2000). Des digestions enzymatiques avec une
B(1,3)-glucanase et une chitinase recombinantes ont permis d'isoler différentes fractions
contenant chacune des liaisons inter-polysaccharides spécifiques. Ces fractions ont été
purifiées par chromatographie liquide (gel filtration et chromatographie d’échange d’ions) et

caractérisées par GC-MS et RMN.

Paroi
NaOH 1N, NaBH,
0.5M, 70°C
Fraction alcali-insoluble (AIS) Fraction alcali-soluble (AS)
‘ B-(1,3)glucanase recombinante a-(1,3)glucanase
v v v v
Fraction soluble  Fraction insoluble Fraction soluble Fraction insoluble
QzSN lChitinase recombinante
v v
Fraction soluble Fraction insoluble
ChSN

Figure 4 : Protocole d’extraction des polysaccharides de la paroi de A. fumigatus.

1.2.2.2 Les différents polysaccharides

Le 1,3 glucane

Comme chez tous les champignons, c’est un des polysaccharides majoritaires de la
paroi de A. fumigatus. 1l représente 22 % des polysaccharides pariétaux. Il est branché en
B(1,6) avec un pourcentage de points de branchement de 4%. Avec son grand nombre
d’extrémités non réductrices, il constitue ainsi le point d’ancrage d’une structure
tridimensionnelle.

L’ultrastructure de ce polysaccharide n'a pas été étudiée chez A. fumigatus. Chez la
levure, le P(1,3)-glucane pariétal constitue un réseau de fibres visible en microscopie
électronique (Kopecka et al., 1974). Des études réalisées chez S. cerevisiae tout d’abord in
vitro sur du B(1,3)-glucane isolé puis sur des cellules entiéres par RMN ont montré une
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conformation des chaines de B(1,3)-glucane en hélice. Ces hélices sont composées d’une
seule chaine ou de trois chaines liées entre elles par liaisons hydrogenes. Ces hélices (0,5 a 1

nm de diamétre) sont ensuite associées entre elles pour constituer les fibres de 10 a 30 nm

(Kopecka & Kreger, 1986).

La chitine

C’est un homopolymére constitué¢ d’un enchainement linéaire de résidus de N-acétyl-
glucosamine liés entre eux par des liaisons B(1,4). Les chaines de chitine sont associées de
fagon anti-paralleéle par des ponts hydrogenes pour former des microfibrilles capables de
retenir le Calcofluor White (Minke et Blackwell, 1978). La chitine, présente dans la partie

alcali-insoluble de la paroi de 4. fumigatus, représente 7% du poids sec de la paroi.

Le galactomannane

Le galactomannane est un polysaccharide présent chez les genres Aspergillus et
Penicillium (Sakagushi et al., 1969, Gander, 1974, Barreto-Bergter et al., 1980). Chez A.
fumigatus, c¢’est un composé majoritaire de la paroi (25% du poids sec de la paroi). Il est
présent a la fois dans la partie alcali-soluble et dans la partie alcali-insoluble de la paroi et est
aussi sécrété dans le milieu de culture. La structure en peigne du galactomannane est tres
particuliére. Le squelette de mannane est constitué d’une chaine linéaire d’unités répétées d'a-
(1,2) mannotétraose liées entre elles par une liaison en a-(1,6). Les chaines latérales sont
constituées en moyenne de 4 a 5 résidus galactofuranose liés en 3-(1,5) et reli€s au carbone en
position 3 ou 6 des mannoses lié¢s en a-~(1,2) (Figure 5). (Latgé et al. 1994 ; Fontaine et al.

2000).
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Figure 5 : Structure du galactomannane (Latgé et al., 1994). M, mannose ; Gy, galactofuranose ; p a une

valeur moyenne de 4 a 5 ; n est évalué a 10.
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L’a-1,3 glucane

L’a(1,3)glucane est uniquement rencontré dans la fraction alcali-soluble de la paroi de
A. fumigatus. 11 représente 41% de cette fraction. Il est présent dans la paroi de nombreux
champignons filamenteux ou dimorphiques tels Histoplasma capsulatum, Paracoccidoides
brasiliensis, Blastomyces dermatidis ainsi que Schizosaccharomyces pombe mais n’est pas
présent chez Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae (Eissenberg et al., 1997). 11 s’agit

d’un polysaccharide linéaire dont I’organisation a été peu €tudiée jusqu’a présent.

Autres composés

Un B(1,3)/(1,4) glucane, jamais décrit auparavant chez les autres champignons, a été
mis en évidence par Fontaine et al. (2000) dans la fraction alcali-insoluble. Des résultats de
RMN et de méthylation ont montré que cette chaine linéaire serait liée a I’extrémité non
réductrice du B-(1,3)glucane branché.

Un polysaccharide contenant de la galactosamine identifié a partir de la paroi de 4.
fumigatus pourrait étre similaire au polygalactosamine sécrété par 4. parasiticus (Takada et
al., 1981). Chez A. fumigatus, il est aussi présent dans le milieu de culture ou il devient
rapidement insoluble (T. Fontaine, résultats non publiés). Bien que ce polygalactosamine soit
rencontré dans la fraction insoluble, aucune expérience n’a montré que ce polymere était

associé de fagon covalente a d’autres polymeres de la paroi.

Tableau 4 : Composition de la fraction alcali-soluble et de la fraction alcali-insoluble chez A. fumigatus

d’aprés Fontaine et al. (2000) et Morelle (communication personnelle).

Fraction alcali-soluble (60%) Fraction alcali-insoluble (40%)
B-1,3 glucane - 22%
a-1,3 glucane 41% -
Chitine - 7%
Galactomannane 16% 9%
Polygalactosamine 3% 2%

1.2.2.3 Les liaisons inter-polysaccharidiques

Les différents composants structuraux décrits précédemment sont associés les uns aux

autres par des liaisons d'interaction hydrogenes ou hydrophobes et des liaisons covalentes.
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Une des liaisons essentielles, reconnue comme responsable de la rigidité et de 1'insolubilité de
la paroi chez la levure, est la liaison entre le $(1,3) glucane et la chitine. La liaison B(1,3)
glucane-chitine mise en évidence chez 4. fumigatus (Fontaine et al., 2000) est identique a
celle existant chez S. cerevisiae (Kollar et al., 1995). Elle est caractérisée par un lien en
B(1,4) entre l'extrémité réductrice de la chaine de chitine et l'extrémité non réductrice de la
chaine de B(1,3) glucane. L’activité responsable de la formation de cette liaison qui serait
essentielle a la rigidité de la paroi est une cible potentielle pour les antifongiques mais n’a pas
été décrite a ce jour. Chez C. albicans, la liaison qui a été mise en évidence entre le C-1 du
glucose et le C-6 de la N-acetylglucosamine est différente de celle rapportée chez A.
fumigatus et S. cerevisiae (Surarit et al., 1988).

Chez A. fumigatus, 1’étude de la fraction alcali insoluble a montré que le
galactomannane est aussi 1ié de fagon covalente au -(1,3) glucane. Cette liaison est sensible a
I’acétolyse, ce qui suggére que le galactomannane est lié a I’extrémité non réductrice du -
(1,3) glucane via une liaison a(1,6). Cependant I’absence d’endo-mannanase connue a ce jour
rend difficile I’identification définitive de la liaison entre le galactomannane et le B(1,3)
glucane. Le B(1,3)/(1,4) glucane est lui aussi rattaché a I’extrémité non réductrice du B(1,3)
glucane.

Les connaissances accumulées a ce jour nous permettent d’ébaucher une chronologie
des événements ayant lieu lors de la biosynthése des polysaccharides pariétaux : (1) la
biosynthese du B-(1,3) glucane et de la chitine sont les premieres étapes de 1’organisation de
la paroi; (2) le branchement du B-(1,3) glucane, se traduisant par une augmentation des
extrémités non réductrices libres et donc des sites accepteurs, est indispensable et se trouve
étre le deuxiéme éveénement dans 1’élaboration de la paroi ; (3) il est suivi par la formation de
liaisons covalentes entre le 3-(1,3)/B-(1,6) glucane et la chitine, le galactomannane et le f3-
(1,3)/B-(1,4) glucane. Ceci constitue alors le cceur du réseau tridimensionnel de la paroi du

champignon (Figure 6).
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Figure 6 : (A) Chronologie des évenements impliqués dans la biosynthése des polysaccharides pariétaux de

A. fumigatus. (B) Organisation générale de ces polysaccharides dans la paroi.

1.2.2.4 Les polysaccharides de la paroi de la levure

Des différences majeures existent dans la composition en polysaccharides de la paroi
de la levure et des champignons filamenteux tels que 4. fumigatus (Tableau 5). Par exemple,
les chaines de B(1,6)-glucane, élément essentiel de la paroi de S. cerevisiae (10% du poids
sec) et de C. albicans (20% du poids sec), n'existent pas chez A. fumigatus (Fontaine et al.,
2000). Les mannoprotéines qui représentent 40% de la paroi de la levure n’ont pas été décrites

chez A. fumigatus. Au contraire, la paroi de ce champignon renferme de l'a(1,3)-glucane
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(41%), du galactomannane (25%), un polymere de P(1,3)/B(1,4) glucane et de la
polygalactosamine qui ne sont pas retrouvés chez S. cerevisiae.

La paroi des levures présente plusieurs couches mises en évidence en microcopie
électronique (Osumi, 1998). Une couche interne transparente et amorphe et une couche
externe, dense, constituée de fibrilles perpendiculaires a la surface sont observées. La couche
interne est composée du B-(1,3) glucane et du B-(1,6) glucane qui assurent le maintien et la
résistance mécanique de la paroi. La couche externe est constituée de mannoprotéines. Une
structure similaire a été observée chez C. albicans (Lajean-Chaffin et al., 1998). Le f-
(1,3) glucane et le PB-(1,6) glucane sont associés de fagcon covalente. Les P-glucanes
représentent 60% de la paroi et sont divisés en trois groupes selon leur solubilité dans la soude
et I’acide : 35 % d'entre eux, insolubles dans la soude et 1’acide, sont des [(1,3) glucanes
possédant 3% de branchement et un degré de polymérisation (DP) de 1500, 5% d'entre eux,
solubles dans l'acide, sont des B(1,6) glucanes trés branchés (15% de points de branchement)
de DP 140 et les 20% restant (DP 1400), soluble dans la soude et insoluble dans I’acide,
correspondent a du B(1,3) glucane (80%) lié¢ a du (1,6) glucane (10%) qui peut étre associé a
des résidus mannose (Fleet, 1991). Le P(1,3) glucane est également associé de fagon
covalente a la chitine (Kollar et al., 1995). Bien qu’étant un composé minoritaire de la paroi
de la levure (1 a 2%), la chitine est essentielle ; elle est présente particulierement au niveau
des cicatrices de bourgeonnement, des septa et des apex (Munro et Gow, 2001). La chitine a
un DP évalué a 100 : 40 a 50% de la chitine semble associée au B(1,3) glucane, alors que le
reste serait libre (Kollar et al., 1995). Un complexe B(1,6) glucane-chitine a également été
décrit, suggérant une association directe du B(1,6) glucane a la chitine (Kollar et al., 1997).
Chez un mutant déficient en $(1,3) glucane synthase (fks/) ce complexe devient prépondérant
(Dijkgraaft et al., 2002).

Les associations covalentes protéines-polysaccharides seront discutées en détail dans

le chapitre 1.3.
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Tableau 5: Composition en polysaccharides de la paroi de A. fumigatus, S. cerevisiae et C. albicans.

A. fumigatus® S. cerevisiae” C. albicans®

B-1,3 glucane 22% 50-55% 40%
B-1,6 glucane - 5-10% 20%
Chitine 7% 1-2% 1-2%
Mannoprotéines ? 35-40% 35-40%
B-1,3/B-1,4 glucane oui - -
Galactomannane 25% - -
Polygalactosamine 5% - -
a-1,3 glucane 41% - -

% Fontaine et al., 2000, °: Klis et al., 2002, °: Klis et al., 2001

1.2.3 Biosynthése des polysaccharides pariétaux

Les différents polysaccharides pariétaux décrits ci-dessus sont synthétisés a partir de
sucres nucléotidiques présents a l'intérieur de la cellule. Ceci explique que les enzymes
impliquées dans la syntheése des polysaccharides fibrillaires de la paroi soient situées soit au
niveau de la membrane plasmique, soit au niveau de I’appareil de Golgi. En revanche, les
enzymes impliquées dans le remodelage de la paroi telles les hydrolases et les
transglycosidases devraient étre plutdt situées au niveau de la paroi, dans I’espace

périplasmique.

1.2.3.1 Synthese et dégradation de la chitine

Synthése

La chitine synthase (CHS) catalyse la polymérisation de la N-acétyl glucosamine
(GIcNAc) a partir d’uridine diphosphate N-acétyl glucosamine ((UDP)-GIcNAc). Chez A.
fumigatus, 7 génes chitine synthase, CHSA a CHSG, ont ét¢ identifiés a ce jour (Aufauvre-
Brown et al., 1997, Mellado et al., 1995, Mellado et al., 1996a, 1996b), ce qui suggére que la
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biosynthése de la chitine est plus complexe chez les champignons filamenteux que chez la
levure. Les CHS des champignons filamenteux ont été divisées en six classes (de I a VI) sur la
base de leur séquence en acides aminés (Tableau 6). Les classes I a III sont zymogéniques
(activables par la trypsine) tandis que les classes IV a VI ne sont pas zymogéniques. Les
classes III, V et VI ont seulement été identifiées chez les champignons filamenteux. Les
protéines codées par les génes CHSA, CHSB et CHSC montrent de fortes homologies de
séquence avec Chslp et Chs2p de S. cerevisiae (Mellado et al., 1995) et appartiennent
respectivement aux classes I, II et IIl. Un autre gene de la classe IIl CHSG, dont le produit
présente 78% d’homologie avec celui de CHSC, a été identifié (Mellado et al., 1996a). Les
génes CHSD, CHSE et CHSF sont, quant a eux, homologues a CHS3 codant pour la chitine
synthase non zymogénique de S. cerevisiae avec 34%, 54% et 80% d’identité respectivement
(Mellado et al., 1995) et appartiennent aux classes V, IV et VI respectivement.

De fagon intéressante, les mutants ayant le phénotype le plus important sont ceux qui
résultent de l’inactivation des geénes de chitine synthase appartenant aux classes III et V
(Tableau 6) (Mellado et al, 1996a, 1996b, Aufauvre-Brown et al., 1997). En effet, seules les
mutations dans les génes CHSE et CHSG induisent une modification de la croissance.
L’inactivation des genes CHSA, CHSB et CHSD ne conduit a aucun phénotype particulier
(Mellado et al., 1996b). L’invalidation de CHSD provoque une diminution de 20% de la
chitine présente dans la paroi par rapport au sauvage mais aucune différence au niveau de la
morphologie, de I’activité chitine synthase et de la virulence n’a pu étre mise en évidence. Par
ailleurs, bien que CHSC appartienne a la classe III, aucune différence entre le mutant chsC et
la souche sauvage n’a pu étre observée (Mellado et al., 1996a). Par contre, la délétion du gene
CHSG produit une souche dont la croissance en milieu solide est réduite ; en outre, le
mycélium est trés branché, la conidiation est réduite et 1’activité chitine synthase mesurée in
vitro est diminuée de 70% par rapport a la souche sauvage. Néanmoins, la quantité de chitine
dans la paroi est la méme pour le sauvage et le mutant. Pour le mutant chsE, d’importantes
modifications morphologiques par rapport a la souche sauvage ont pu étre observées :
impossibilité de sporuler en absence d’un stabilisateur osmotique, présence de spores
anormalement gonflées avant la germination et d’hyphes périodiquement gonflés. De plus, la
quantité de chitine dans la paroi est diminuée de 25% environ bien que ’activité chitine

synthase in vitro ne soit pas affectée.
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Tableau 6 : Caractéristiques des chitine synthases de A. fumigatus.

Chitine synthase Propriétés du mutant
Classe  Gene Zymogene Contenu Activité Croissance”  Morphologie du  Conidiation®
en chitine®  chitine mycélium
synthase®

1 CHSA Oui ND° ND 100 Identique 100

11 CHSB Oui ND ND 100 Identique 100

11 CHSC Oui 100 100 100 Identique 100

CHSG Oui 100 30 30 Plus branché Affectée’

IV CHSFC Non - - - - -

\Y% CHSE Non 75 100 70 Hyphes gonflés 1
VI CHSD Non 80 100 100 Identique 100

? Pourcentage par rapport a la souche sauvage
®ND : non déterminé

¢ Geéne cloné mais disruption non réalisée

4 pas quantifiée

Une double disruption des deux seuls génes CHSE et CHSG, pour lesquels la simple
disruption se traduisait par un phénotype de croissance réduite, a été récemment obtenue. Le
phénotype du double mutant est seulement additif (Mellado et al., 2003). Le mutant
chsE/chsG est caractérisé par : (1) une activité chitine synthase réduite en présence ou non de
trypsine, (2) une croissance réduite en milieu solide, (3) une quantité de chitine dans la paroi
réduite de 50% et (4) des modifications morphologiques importantes. L’effet seulement
additif de la double mutation suggere que les deux genes CHSG et CHSE sont impliqués dans
deux voies morphogénétiques différentes. Deux hypotheses peuvent expliquer que ce double
mutant soit encore viable : (1) un ou plusieurs des cinq génes non touchés de la famille
multigénique CHS peu(ven)t compenser 1’effet de la double disruption, (2) des réactions
compensatoires impliquant la synthése d’autres composés pariétaux peuvent avoir lieu. Chez

ce double mutant de A. fumigatus la diminution de chitine est notamment compensée par la

synthése d’un autre polysaccharide qui est ’a-(1,3)glucane. Cependant, la localisation et la
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fonction exacte des différentes chitine synthases de A. fumigatus et des champignons

filamenteux en général restent a ce jour inconnues.

Figure 7 : Morphologie des mutants chitine synthase. A, croissance sur milieu gélosé (sabouraud, 2%
agar) de la souche sauvage (WT) et des mutants chse, chsg et chse/g. B, C, Photos en microscopie

électronique du mycélium de la souche sauvage (B) et du mutant chse (C) (Mellado et al., 2003, Mellado et
al., 1996a, Aufauvre-Brown et al., 1997).

Chez S. cerevisiae, la synthése de la chitine a été étudiée en détail (Bulawa, 1993).
Elle est sous le controle de trois génes CHSI, CHS2 et CHS3 qui codent pour des protéines
transmembranaires dont le domaine catalytique est situ¢ au niveau de la face cytoplasmique.
(Bulawa et al., 1986, Silverman et al., 1988, Valdivieso et al., 1991). Chslp joue un role de
réparation au niveau de la cicatrice de bourgeonnement entre la cellule mere et la cellule fille.
Chs2p est impliquée dans la synthése du septum primaire. Chs3p catalyse la formation de
90% de la chitine pariétale et pourrait étre responsable de 1’augmentation de la quantité de
chitine induite lors d’une mutation ou d’un stress environnemental (Valdivieso et al., 2000,
Garcia-Rodriguez et al., 2000). La mutation de 1’un de ces génes conduit a une diminution de
la quantité de chitine dans la paroi. Seule la double mutation chs2/chs3 est 1étale. Par ailleurs,

la localisation cellulaire et I’activité de Chs3p au cours de la division cellulaire sont régulées
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par des protéines codées par les genes CHS4, CHS5, CHS6 et CHS7 (Figure 8, Roncero,
2002). Chs4p serait un activateur traductionnel de Chs3p (Trilla et al., 1997, Ono et al., 2000)
qui de plus interagirait avec la septine Bni4p (Bud Neck Involved 4) pour localiser Chs3p au
niveau du col de bourgeonnement (DeMarini et al., 1997). CHS4 aurait un homologue chez S.
cerevisiae, SHCI, qui serait transcrit au cours de la sporulation (Sanz et al., 2002). Chs5p et
Chs6p interviennent dans le transport et la localisation de Chs3p au niveau des sites de
biosynthése de la chitine (Santos et al., 1997, Santos & Snyder, 1997, Ziman et al., 1998).
Chs6p serait impliquée dans le transport des endosomes qui contiennent Chs3p (Valdivia et
al., 2002). Chs7p est spécifiquement impliquée dans I’exportation de Chs3p du réticulum
endoplasmique vers I’appareil sécrétoire, elle aurait un role de chaperone (Trilla et al., 1999).
Des homologues des genes CHS4, CHS5 et CHS7 ont été trouvés dans le génome de 4.
fumigatus mais ils n’ont pas été étudiés a ce jour et on ne sait pas s’il jouent le méme réle que

chez S. cerevisiae. CHS6 n’a pas d’homologue chez A. fumigatus.

Septin complex
Buidp

Chsdp
Chs3p

CSIII Active
Actin cables
Chs5p/Chs6p
Vesicles

Do|lwe-(0O

chs7 I

Figure 8 : Représentation schématique des protéines Chsp chez S. cerevisiae. Le trafic intracellulaire de
Chs3p a travers l'appareil de sécrétion, du réticulum endoplasmique au septum. Les traits a gauche
indiquent la localisation de Chs3p dans le cas ou la protéine régulatrice agissant a ce niveau est absente
(d'apreés Roncero, 2002).
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Dégradation

Différentes activités chitinases ont été détectées dans le filtrat de culture, la paroi et la
fraction cytosolique de A. fumigatus (Hearn et al., 1998). La plupart des chitinases
intracellulaires ne semblent pas glycosylées et sont sensibles a la chaleur. Par contre, les
chitinases sécrétées semblent hautement glycosylées (retenues sur Con A), sont relativement
stables a la chaleur, et sont parmi les composés les plus immunogenes de la cellule étant
donné leur affinité pour des anticorps de sera de patients souffrant d’aspergilloses. La plupart
des chitinases détectées ont un pl acide compris entre 3,3 et 4,5. Cependant, a I’exception
d’un polypeptide de 45 kDa aucune chitinase n’a été purifiée ou identifiée par son poids
moléculaire. Chez A. fumigatus aucune activité chitinase n’a été caractérisée a ce jour. La
recherche dans la base TIGR du génome de A. fumigatus a mis en évidence une dizaine
d'homologues des chitinases C7S! et CTS2 de S. cerevisiae. Seulement deux chitinases ont
été clonées (Adams, communication personnelle) mais le phénotype des mutants n’a pas été
publié a ce jour.

Seuls deux genes C7S!I et CTS2 codant pour des chitinases ont été identifiés chez S.
cerevisiae (Kuranda & Robbins, 1987, Pishko et al., 1995). Ctslp est une protéine pariétale
hautement glycosylée, fixée de fagon non covalente a la paroi (Cappellaro et al., 1998). Elle
détruit la chitine du septum primaire synthétisée par Chs2p. Le géne C7S2 intervient au cours

de la sporulation. Sa disruption entraine une modification de la surface des spores.

1.2.3.2 Synthese, dégradation et remodelage du -(1,3) glucane

Activité de synthese

La réaction de synthése du B-(1,3) glucane met en jeu le transfert d’une unité de
glucose sur une chaine en cours d’élongation a partir d'UDP-glucose. Comme pour la chitine,
aucun accepteur lipidique ou protéique servant d'ancre pour ces polysaccharides
néosynthétisés n’a été identifié. Le B-(1,3) glucane est synthétisé par un complexe glucane
synthase associé¢ a la membrane plasmique (Douglas et al., 1994a, Douglas, 2001 ; Beauvais
et al., 1993 ; Beauvais et al., 2001). Chez 4. fumigatus, 1’activité B-(1,3) glucane synthase est
mise en évidence dans les préparations membranaires solubilisées a 1’aide de CHAPS. Elle est

activée par le GTP ou des homologues du GTP et nécessite la présence de sucrose, de NaF et

d’EDTA.
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Chez A. fumigatus, un seul gene homologue de FKSI de S. cerevisiae a été identifié.
AfFKSI est un géne de 6,5 kb avec deux introns aux extrémités C- et N-terminales qui est
pratiquement identique au gene FKSI de A. nidulans (90% d’identité des acides aminés et
méme position des introns). C’est une protéine avec 16 segments transmembranaires. Ce gene
AfFKSI unique est essentiel chez 4. fumigatus (Firon et al., 2002). De plus, 4 membres de la
famille des GTPases Rho ont été clonés et séquencés chez A. fumigatus : RHOI a RHO4
(Beauvais et al., 2001). Le gene RHO! comprend 949 pb et 4 introns et code pour une
protéine de 21 kDa qui est trés homologue aux Rholp de S. pombe et S. cerevisiae. Enfin, le
complexe glucane synthase peut étre purifié par « product entrapment » et a permis un
enrichissement de Fksp et de 3 autres protéines : Rholp, une protéine de 100 kDa homologue
a une ATPase membranaire et une protéine de 160 kDa homologue a des ABC transporteurs
bactériens de B-(1,2) glucane. Ainsi on peut imaginer que la protéine a 160 kDa est une
protéine qui facilite le transport du P-(1,3) glucane vers I’espace périplasmique aprés sa

synthese par Fkslp (Figure 9).

$1-3 Glucane

UDP-Giucase"’ﬁg

Figure 9 : Organisation hypothétique du complexe B-(1,3) glucane synthase de A. fumigatus (Bruneau,

2001). PmaA : homologue d'une ATPase membranaire, Pmrl : homologue d'un ABC transporteur de -
(1,2) glucane.

Chez S. cerevisiae, c'est 'analyse de mutants résistants a une échinocandine et a la
Papulacandine B et de souches hypersensibles a FK506 (inhibiteur de la calcineurine) qui a
permis de caractériser le gene FKSI codant pour la sous-unité catalytique de la B-(1,3)
glucane synthase (Douglas et al., 1994b, Eng et al., 1994, Inoue et al., 1995, Ram et al.,
1995). Un gene homologue a 88% a FKSI, FKS2, a été ensuite identifié (Inoue et al., 1995).
La régulation de leur activité est différente (Mazur et al., 1995) : la transcription de FKS2 est

activée par le Ca™" de facon dépendante a la calcineurine tandis que celle de FKSI ne I'est pas.
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FKSI prédomine en croissance sur glucose tandis que FKS2 est exprimé en absence de
glucose. Le double mutant fks//fks2 est 1étal. Un troisiéme géne FKS3 homologue aux deux
autres a été identifié mais ce géne n’intervient pas dans la synthése des B-(1,3) glucanes et
jouerait plutdt un role de transporteur (Bussey, communication personnelle).

L'identification initiale de la protéine Rholp comme la sous-unité¢ régulatrice du
complexe B-(1,3) glucane synthase a été effectuée chez S. cerevisiae en deux temps : (1) des
mutants rhol présentent une activité glucane synthase réduite (Mazur & Baginsky, 1996) et
(2) aprés séparation des activités régulatrices et catalytiques par solubilisation différentielle
par le Tergitol NP40, Rholp a été mise en évidence dans la fraction contenant I’activité
régulatrice.

L’activation de Rholp est sous la dépendance des GEF (Guanine Exchange Factors)
Romlp et Rom2p (Rhol Multifactor suppressor) qui remplacent le GDP associé¢ a Rholp par
le GTP. L'inactivation de Rholp quant a elle dépend des GAP (GTPase Activating Proteins),
dont Sac7p, qui hydrolysent le GTP. Rholp est aussi impliquée dans 1’activation de la voie de
la protéine kinase Pkclp qui est elle-méme au sommet d'une cascade de MAP Kkinases et
coordonne la synthése des composants de la paroi en réponse a des signaux extracellulaires.
Cependant, Sekiya-Kawasaki et al. (2002) ont montré récemment que les activateurs de
Rholp intervenant dans la cascade de MAP kinases et dans la régulation de l'activité B-(1,3)

glucane synthases pouvaient étre différents (Figure 10).
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Figure 10 : Régulation de la synthése des -(1,3) glucanes (d'apres Sekiya-Kawasaki et al., 2002).
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Dégradation

Plusieurs -(1,3) glucanases ont été isolées a partir de la paroi de A. fumigatus. Ces
glucanases appartiennent a deux classes: les exo-B-(1,3) glucanases libérant les résidus
glucose situés a I’extrémité non réductrice des chaines de B-(1,3) glucane, et les endo-f-
(1,3)glucanases clivant a I’intérieur des chaines de B-(1,3) glucane pour libérer un mélange
d’oligosaccharides.

Une endo-B-(1,3) glucanase (Engllp) et 2 exo-B-(1,3) glucanases (Exglp et Exgllp)
ont été purifié¢es a partir d’'un autolysat de parois de A. fumigatus et caractérisées
biochimiquement (Fontaine et al., 1997a, 1997b, Mouyna et al., 2002). Une troisiéme activité
exo-B-(1,3) glucanase a été¢ mise en évidence mais la protéine n’a pas été étudiée. Tandis que
Exglp hydrolyse exclusivement le 3-(1,3) glucane d’une taille minimale de 4 résidus, Exgllp
est capable d’hydrolyser le B-(1,6)glucane, le B-(1,3)glucane et le p-nitrophényl-B-D-
glucoside. L’endo-glucanase est une protéine de 74 kDa qui hydrolyse spécifiquement le J3-
(1,3) glucane lin€aire d’une taille minimale de 5 résidus glucose. La présence de cette enzyme
dans la paroi, sa capacité¢ a hydrolyser les longues chaines de glucane et son expression
constitutive a toutes les étapes de la croissance indépendamment de la présence d’un substrat
B-(1,3)glucane soluble ou insoluble dans le milieu de culture suggerait que cette enzyme
pouvait avoir un role dans I’hydrolyse de structures pariétales existantes, permettant ainsi le
branchement des hyphes, 1’émergence de tubes germinatifs ou la formation d’extrémités
réductrices ou non réductrices nécessaires aux activités B-(1,3) glucanosyltransférases.
Cependant, I’absence de phénotype chez le mutant engl/ et I’absence d’homologue suggére
que cette endo-B-(1,3) glucanase ne joue pas un rdle essentiel dans la morphogenése de A.

fumigatus.

Remodelage des -(1,3)glucanes

Les chaines de B-(1,3) glucane synthétisées in vitro pas le complexe B-(1,3) glucane
synthase a partir de préparation membranaires et d’UDP-glucose sont linéaires et restent
alcali-solubles. Les réactions de transglycosylation et enzymes responsables de
I’établissement des liaisons entre les -(1,3) glucanes et les autres polysaccharides pariétaux
restent totalement inconnues. Seule une activité B-(1,3) glucanosyltransférase (GEL) a été
mise en évidence récemment chez A. fumigatus (Hartland et al., 1996, Mouyna et al., 2000a,
2000b). Cette enzyme coupe une molécule de B-(1,3) glucane et transfére 1’extrémité

réductrice libérée lors de I’hydrolyse sur I’extrémité non réductrice d’une autre molécule de
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B-(1,3) glucane. La génération d’une nouvelle liaison en P-(1,3) entre ’accepteur et le
donneur se traduit par I’¢longation des chaines de B-(1,3) glucane. Chez A4. fumigatus, la
famille GEL comprend 6 geénes, GELI a GEL6 (Mouyna et al., 2003). Les Gelps sont
homologues a plusieurs familles de genes présentes chez les levures : GAS chez S. cerevisiae,
PHR chez C. albicans, CGG chez C. glabrata et EPD chez C. maltosa qui sont nécessaires a
une morphogenése correcte des levures sans que la fonction biochimique de ces protéines ait
été identifiée au moment de 1'obtention des mutants (Nuoffer et al., 1991, Vai et al., 1991,
Popolo et al., 1993, Saporito-Irwin et al., 1995, Muhlschlegel et al., 1997, Nakasawa et al.,
2000). Des expériences biochimiques réalisées avec les protéines recombinantes Gaslp de S.
cerevisiae, Phrlp et Phr2p de C. albicans ont montré que toutes ces protéines ont une activité
glucanosyltransférase similaire a celle de Gellp. Gellp est une protéine attachée a la
membrane par une ancre glycosyl phosphatidylinositol (GPI) comme ses homologues chez la

levure. Un schéma hypothétique de son activité enzymatique in situ est présenté dans la figure
11.

+

r
Glucanosy!l
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Figure 11 : Mode d’action des B-(1,3) glucanosyltransférases de la famille GEL dans la paroi de A.

fumigatus.

Parmi les six génes de la famille GEL, seuls GEL1, GEL2 et GEL4 sont exprimés dans
les conditions standards de culture. Les mutants gell, gel? ainsi que le double mutant
gell/gel2 ont été construits. Le mutant ge// n’a pas de phénotype tandis que le mutant gel2 et
le double mutant ge///gel2 ont une croissance réduite et des tétes aspergillaires anormales qui
apparaissent en culture liquide agité alors que la souche sauvage ne sporule pas en condition
agitée (Figure 12). Pour ces deux mutants, la concentration en hexosamine et le rapport
Hexose AS / Hexose AS sont augmentés. En outre, les protéines et polysaccharides sécrétés

dans le milieu de culture par le mutant ont une composition différente (Mouyna et al.,
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soumis). Par ailleurs, le mutant ge/l/gel2 est moins virulent que la souche sauvage dans un

modéle expérimental d'aspergillose invasive.

Figure 12 : Morphologie des mutants glucanosyltransférases. A, croissance sur milieu gélosé (Sabouraud,
2% agar) de la souche sauvage (WT) et des mutants gell, gel2 et gell/gel2. B, C, Photos en microscopie
optique du mycélium de la souche sauvage (B) et du mutant gell/gel2 (C).

Une autre activité glucanosyl transférase (Bgtlp), homologue a Bgl2p de S. cerevisiae
et de C. albicans a été mise en évidence chez A. fumigatus (Mouyna et al., 1998). Cette
enzyme relargue un laminaribiose a partir de I’extrémité réductrice de la chaine de B-(1,3)
glucane et associe le glucane restant a une nouvelle molécule de B-(1,3) glucane avec une
liaison en B-(1,6). Comme chez la levure, le mutant ne montre pas de phénotype particulier
par rapport au sauvage. Ceci suggere donc que cette enzyme ne joue pas un role prépondérant
dans la morphogenése de la paroi et en particulier dans I’assemblage des polysaccharides
pariétaux. Ce qui n’est pas surprenant puisque cette enzyme requiert des extrémités
réductrices libres pour fonctionner. Ceci indique aussi que toutes les activités
glucanosyltransférases présentes dans la paroi ne sont pas essentielles a la biosynthese de la

paroi.
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1.2.3.3 Synthese de I’ a-(1,3) glucane

Chez A. fumigatus, trois génes AGSI, AGS2 et AGS3 impliqués dans la synthese des
a-(1,3) glucanes ont été identifiés (Beauvais et al., 2003). Ces 3 genes ont une taille dépassant
8 kb et codent pour des protéines de Mr > 250 kDa qui présentent de fortes homologies de
séquence (40 a 48%) avec les génes MOKI1 a MOKS5 de S. pombe. Le profil d’hydropathie des
protéines codées par ces génes suggere la présence de 3 régions hydrophobes : un peptide
signal en N-terminal, une région transmembranaire située au milieu de la protéine et une série
de régions transmembranaires a I’extrémité C-terminale. L’analyse de la séquence permet
ainsi de définir trois domaines fonctionnels: un domaine homologue d’a amylases
bactériennes dans la partie extracellulaire de la protéine, un autre domaine homologue de la
glycogéne synthase localisé dans la partie intracellulaire et un domaine « pore-like » qui
permettrait au glucane synthétisé d’étre exporté a ’extérieur de la cellule (Figure 13). Le site
consensus d’utilisation de I’'UDP-glucose, K/RXGG, est présent dans le domaine synthase de
la protéine. Les mutants ags/et ags2 ont été construits et montrent tous deux une légere
diminution du taux de croissance et une conidiation anormale en milieu liquide. Le mutant
agsl est plus sensible aux inhibiteurs de paroi tels que la Nikkomycine et le Rouge Congo et
montre une réduction de 40% de la concentration en a-(1,3) glucane dans la partie alcali-
soluble de la paroi (Beauvais et al., 2003). Le mutant ags2, quant a lui, n’est pas affecté dans
sa sensibilité aux inhibiteurs de la paroi ni dans la composition de sa paroi. Ces résultats sont
en accord avec les résultats d’immunolocalisation des deux protéines qui montrent que Agslp
est associée a la paroi tandis que Ags2p est intracellulaire. L’étude de la localisation de
Moklp (homologue de Agslp) de S. pombe montre que la protéine est membranaire et co-
localise avec 1’actine du cytosquelette au cours de la cytokinese (Katayama et al., 1999). Au
contraire de S. pombe ou la disruption de MOKI1/AGS]I est 1étale (Hochstenbach et al., 1998),

aucun des génes AGS de 4. fumigatus n’est essentiel a la viabilité des cellules.

transglycosylase
domain

synthase
domain

Figure 13 : Modéle de fonctionnement de I'enzyme AGS (d'aprés Hochstenbach et al., 1998).
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1.2.3.4 Synthése du galactomannane

La biosynthése du galactomannane de A. fumigatus reste inconnue a ce jour. Seules
ont été mises en évidence a 1’aide du génome de 4. fumigatus la présence d’homologues des
mannosyltransférases VANI et MNN9 de la levure. Les protéines codées par ces genes
pourraient étre impliquées dans I’élongation de la chaine de mannane du galactomannane. Les
glycosyltransférases responsables de la synthése des chaines de galactofurane et du transfert
de ces chaines sur la chaine de mannane sont encore inconnues. Une UDP-galactose mutase
est probablement nécessaire pour transformer [’UDP-galactopyranose en UDP-
galactofuranose qui sera ensuite utilisé pour la synthése des chaines de galactofurane. De
telles UDP-mutases ont été uniquement identifiés a ce jour chez les bactéries et aucun
homologue de ces enzymes bactériens n'a pu étre repéré dans le génome de A. fumigatus (Pan
et al., 2001).
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1.3 Les protéines pariétales

La paroi des champignons est principalement constituée de polysaccharides mais elle
contient aussi 2 a 5% de protéines qui sont souvent considérées comme essentielles a
l'intégrité pariétale de la levure (Fleet, 1991, Orlean, 1997). Puisque les protéines de la paroi
de A. fumigatus sont totalement inconnues, la revue bibliographique concernant les protéines

pariétales sera exclusivement axée sur S. cerevisiae.

Chez la levure, les protéines pariétales sont dans leur grande majorité glycosylées et
les mannoprotéines représentent 40% du poids sec de la paroi (Orlean, 1997). Les mannanes
n’existent pas en tant que polysaccharides isolés dans la paroi mais sont toujours associés de
fagon covalente a des protéines ou a des peptides.

L’analyse des mannoprotéines a débuté il y a plus de trente ans par I’analyse chimique
des mannanes. La structure des mannanes a ainsi été trés bien décrite chez S. cerevisiae par
I’équipe de Ballou (Nakajima et Ballou, 1974a, Nakajima et Ballou, 1974b, Ballou, 1976) et
chez Candida (Kobayashi et al., 1994, Shibata et al., 1995). Les mannoprotéines extraites par
le Cetavlon contiennent globalement 90% de mannose, 10% de protéine et de 0,1 a 1% de
phosphore (Nakajima et Ballou, 1974b). Environ 10% des résidus mannoses existent sous la
forme de O-glycanes (petits oligosaccharides comportant au plus 5 résidus mannose) liés a la
protéine par des résidus de sérine ou thréonine. Les 90% de mannose restant correspondent a
des N-glycanes qui sont liés a I’asparagine de la protéine par un résidu di-N-acétyl
glucosamine. Ces protéines sont trés riches en sérine et thréonine qui peuvent composer
jusqu’a 40% de la protéine (Frévert et Ballou, 1985, Molloy et al., 1989). La connaissance des
différentes étapes de la glycosylation est essentielle pour comprendre a la fois les processus
de biosynthese et de sécrétion de ces protéines et leur ancrage ultérieur dans la paroi. Les
progrés dans ce domaine résultent essentiellement de I’analyse de trois classes de mutants :
mutants mnn (mannan defective) (Ballou, 1990, Ballou et al., 1980), mutants sec (secretory

defective) et mutants alg (asparagine-linked glycosylation defective).

1.3.1 La glycosylation des protéines pariétales

La glycosylation des protéines a été revue en détail par Orlean (1997), Dean (1999),
Gemill et Trimble (1999) et Cutler (2001). La plupart des protéines pariétales sont N- ou O-
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glycosylées mais elles peuvent également étre modifiées par une ancre glycosylphosphatidyl

inositol (GPI) au niveau de I’extrémité C-terminale de la protéine.

1.3.1.1 La N-glycosylation

Description des chaines de N-mannanes

Les chaines de N-glycane, qui sont liées a ’asparagine par deux unités de N-
acétylglucosamine, sont constituées d’un cceur oligosaccharidique de 8 a 13 résidus de
mannose et, chez la plupart des mannoprotéines de la paroi, d’'une chaine externe tres
branchée comportant environ 200 résidus de mannose (Orlean, 1997). Cette structure est
constituée chez S. cerevisiae d’une longue chaine d’a-1,6 mannane qui porte des courtes
chaines latérales composées de résidus a-1,2 mannose avec un résidu a-1,3 mannose en
position terminale (Figure 14). Par ailleurs, il a ét¢ montré que ces chaines latérales de
mannose pouvaient contenir des phosphates. Ces phosphates sont liés entre le C-1 d’un
mannose et le C-6 d’un autre mannose de la chaine par une liaison phosphodiester (Hernandez
et al., 1989, Gemmill et Trimble, 1999), donnant naissance a des complexes
phosphomannanes chargés.

L’hypermannosylation des N-glycanes spécifique a S. cerevisiae ne semble pas étre un
phénomene général chez les levures. Le cceur oligosaccharidique est toujours de la forme
Hex<15GlcNAc; mais chez Pichia pastoris, Yarrowia lipolytica, Schwanniomyces occidentalis
et Kluyveromyces marxianus, 1’élongation des chaines de N-glycanes est limitée en taille et la
ramification de la chaine externe est différente. Par exemple, chez Pichia Pastoris, les courtes
chaines de «-1,2 mannose ne sont pas terminées par un o-1,3 mannose. Chez
Schizosaccharomyces pombe, la chaine principale d’o-1,6 mannane est ramifiée par des
chaines de résidus a-1,2 galactose (Gemmill et Trimble, 1999). Chez Candida albicans, la
chaine externe est composée d’une chaine d’a-mannane liée a des chaines de -mannane par
une liaison phosphodiester. L ’hydrolyse en conditions acides clive la liaison phosphodiester et
libére ainsi la chaine de f-mannane (acide labile) tandis que la chaine d’o-mannane (acide-
stable) reste attachée a la protéine. La chaine d’a-mannane a une structure similaire a celle de
S. cerevisiae. Occasionnellement, un seul résidu mannose peut étre li€é en a-1,6 aux courtes
chaines latérales d’a-1,2 mannoses ou encore des résidus $-1,2 mannose peuvent étre rajoutés
en position terminale aux ramifications de la chaine acide stable. La chaine de B-mannane est

constituée de 2 a 6 (parfois 14) résidus mannose li¢s en -(1,2) (Cutler, 2001).
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Figure 14 : N-glycosylation chez S. cerevisiae (d’apres Dean, 1999).

Biosyntheése des N-glycanes

Chez S. cerevisiae, comme chez les autres eucaryotes, la N-glycosylation débute par
I’assemblage d’un précurseur oligosaccharidique (GlcNac,ManyGle;) avec le lipide
transporteur Dol-PP au niveau du réticulum endoplasmique. Au moins 9 génes (ALGI a
ALGDY) sont impliqués dans la synthése de ce complexe lipide-oligosaccharide.

Ensuite une oligosaccharyltransférase (complexe de protéines, OTase) catalyse le
transfert de GlcNac,MangGles; du Dol-PP sur I’amine d’une asparagine. Il a été montré que

cette asparagine devait avoir une position particuliere : elle doit étre placée au sein d’un
parag p p p
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tripeptide Asn-X-Ser/Thr ou X peut étre n’importe quel acide aminé excepté la proline. Au
moins 8 enzymes sont requises pour le transfert de 1’oligosaccharide sur la protéine : Wbplp,
Swplp, Ostlp, Ost2p, Ost3p et OstSp qui ont été identifiées dans le complexe OTase et Ostdp
et Stt3p. Wbplp et Swplp sont essentielles. Aprés ce transfert, les trois glucoses sont
successivement clivés. L’a-1,2 glucose terminal est enlevé par la glucosidase I codée par
CWH41 et les deux o-1,3 glucoses sont éliminés par la glucosidase II codée par ROT2
(Herscovics, 1999). Ensuite un seul résidu a-1,2 mannose est clivé de fagcon spécifique par
une mannosidase Mns1p pour donner la structure GlcNAc,;Mang.

Cette structure peut ensuite étre maturée de différentes fagons selon la glycoprotéine et
chacun de ses sites de N-glycosylation (Figure 14). Certains sites ne possedent que 9 a 13
résidus de mannose tandis que pour d’autres sites la chaine de mannane peut étre allongée
jusqu’a 200 résidus de mannose. L’aggrandissement de la chaine dépend de la conformation
locale du peptide et de son accessibilit¢ pour les mannosyltransférases (Orlean, 1997).
L’hypermannosylation des chaines de N-glycanes a lieu au niveau de 1’appareil de Golgi et
met en jeu de nombreuses mannosyltransférases qui utilisent le GDP-Man comme substrat. Le
produit du géne VRG4 est une protéine essentielle dans la synthése des mannanes. C’est une
protéine membranaire responsable du transport du GDP-Man du cytosol, ou le GDP-Man est
synthétisé, vers le lumen de I’appareil de Golgi ou a lieu la synthése des N-glycanes. La
disruption du gene VRGH4 est létale chez S. cerevisiae et chez C. albicans (Poster & Dean,
1996, Nishikawa et al., 2002).

Ochlp est responsable de I’initiation de la formation de la chaine de o-1,6 mannose.
Ensuite, plusieurs mannosyltransférases participent a 1’élongation de cette chaine. Ces
mannosyltransférases sont regroupées essentiellement sous forme de deux complexes : (1) M-
Pol 1I constitué de Mnn9p, Anplp, Hoclp et Mnnllp et qui a une activité a-1,6
mannosyltransférase et (2) M-Pol I constitué de Mnn9p et Vanlp pour lequel une activité o-
1,6 mannosyltransférase a ¢été mise en évidence ainsi qu’une activité a-(1,2)
mannosyltransférase (Jungmann et Munro, 1998, Stolz et Munro, 2002). Mnn10p, qui a une
homologie avec une galactosyltransférase Gmal2p de S. pombe, semble aussi participer a
I'élongation de 1'a-1,6 mannane et interagir avec le complexe M-Pol II (Jungmann et al.,
1999). La formation des chaines latérales constituées de 1’a-1,2 mannose est réalisée par
Kre2p/Mntlp, Ktrlp, Ktr2p et Yurlp qui ont une activit¢ a-(1,2) mannosyltransférase.
Mnnlp catalyse I’addition de I’a-1,3 mannose terminal (Lussier et al., 1999). Les mannanes
sont phosphorylés consécutivement a 1'additon d'un mannosylphosphate a partir d¢ GDP-Man

par Mnn6p (Wang et al., 1997, Jigami & Odani, 1999).
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Fonction des longues chaines de mannane

Bien qu'elles semblent jouer un role biologique important, le role exact de ces longues
chaines de N-glycanes n’est pas vraiment connu. Au niveau de la paroi, les longues chaines
de N-glycane influenceraient la porosité de la paroi puisqu'il a été montré, chez S. cerevisiae,
qu'un traitement a la tunicamycine, qui bloque la N-glycosylation, accroit la porosité¢ (De
Nobel et al., 1990). Par ailleurs, chez C. albicans, les chaines de N-glycanes ont un role
essentiel dans les interactions héte-champignon et la virulence puisqu'elles se lient notamment
de fagon spécifique aux macrophages et peuvent induire la production de TNF-a (Kanbe &
Cutler, 1998, Li & Cutler, 1993, Garner et al., 1994, Jouault et al., 1994, 1995).

Les chaines de mannanes jouent également un role dans le repliement de la protéine et
permettent ainsi d’éviter 1’agrégation des protéines nouvellement formées dans le réticulum
endoplasmique (Riederer & Hinnen, 1991). De cette fagon, elles favorisent la multimérisation

et la sécrétion de ces protéines et sont souvent nécessaires a leur activité enzymatique (Orlean,
1997).

1.3.1.2 La O-glycosylation

Description des chaines

De nombreuse protéines portent des O-glycanes. La chaine de O-glycane est une
courte chaine linéaire constituée de 2 a 5 mannoses reliés par des liaisons a(1,2) et o(1,3).
Cette chaine linéaire peut étre mannosylphosphorylée sur le second mannose (Nakayama et
al., 1998). Chez les autres levures, les chaines de O-glycanes sont similaires a celles de S.
cerevisiae. Elles possédent en général au moins 2 ou 3 mannoses et peuvent étre allongées
jusqu’a 7 mannoses (Figure 15, Gemmill et Trimble, 1999). Les O-glycanes sont attachés a la
protéine au niveau d'une sérine ou une thréonine (Figure 15, Ernst et Prill, 2001). Il ne semble
pas qu’il y ait une séquence consensus spécifique de I’attachement des O-glycanes bien que la
proximité d’une proline paraisse favoriser la O-mannosylation. Ces chaines de O-glycanes

sont facilement libérées par un traitement NaOH 30-100mM a 4°C ou 37°C (B-élimination).
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Figure 15 : O-glycanes et enzymes impliquées dans chaque étape de la biosynthése chez S. cerevisiae

(d’apres Ernst et Prill, 2001).

Biosynthése des O-glycanes

Les différentes étapes de la biosynthése des O-glycanes sont schématisées dans la
figure 15. Le premier mannose de la chaine est transféré a partir du Dol-P-Man sur une sérine
ou une thréonine tandis que les unités de mannose suivantes sont transférées a partir du GDP-
Man. La O-mannosylation débute dans le réticulum endoplasmique. Ce sont les 7 génes de la
famille PMT (PMT1 a PMT7, 50 a 80% d’homologie) qui interviennent dans cette premiere
étape (Stralh-Bolsinger et al., 1999). L implication des genes PMT1, PMT2, PMT3, PMT4 et
PMT6 dans le processus de O-mannosylation a été démontré grace a I’analyse des mutants
correspondants (Gentzsch et Tanner, 1996, Gentzsch et Tanner, 1997). Par contre les rdles de
PMT5 et PMT7 restent a explorer. Alors que les simples mutants n’ont pas de phénotype de
croissance, les triples mutants pmtl/pmt3/pmt4 et pmt2/pmt3/pmt4 ne sont pas viables
(Gentzsch et Tanner, 1996), montrant ainsi que la O-mannosylation est essentielle a la
croissance du champignon. La topologie de Pmtlp a été déterminée : Pmtlp a 7 régions
transmembranaires, le peptide N-terminal est situé dans l'espace cytosolique et I’extrémité C-
terminale dans le lumen du Golgi (Strahl-Bolsinger & Scheinost, 1999). Une grande boucle
hydrophile située dans le lumen du Golgi semble essentielle a l'activité enzymatique
(Girrbach et al., 2000). Les 6 autres genes PMT présentent la méme organisation. Il a été
montré que Pmtlp et Pmt2p étaient actives sous forme de complexe. Ces deux enzymes
peuvent elles méme former des complexes avec les autres protéines : Pmtlp/Pmt3p,
Pmt2p/Pmt6p (Gentzsch et Tanner, 1996). L’existence d’une famille multiple de génes codant
pour des mannosyltransférases peut s’expliquer par le fait que chacune reconnait un peptide

récepteur particulier et donc une gamme bien particuliere de protéines. Par exemple, sur dix
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protéines analysées, six sont glycosylées par Pmtlp et Pmt2p (la chitinase Ctslp, la protéase
Barlp, la protéine de choc thermique Pir2p/Hspl150p, I’a-agglutinine et Kre9p et Kre2p
impliqué dans I’assemblage des -1,6 glucanes) tandis que les quatre autres (I’endoprotéase
Kex2p, la glycosyltransférase Gaslp, la protéine de fusion Fuslp et la protéine membranaire
Ax12p) montrent un défaut de O-mannosylation seulement chez le mutant mnn4 (Gentzsch et
Tanner, 1997).

L’élongation de cette chaine de O-glycane se poursuit par I’addition du deuxiéme
mannose lié en a-1,2 dans un compartiment situé entre le réticulum endoplasmique et le
Golgi. In vitro, le sucre donneur est le GDP-Man. Les enzymes Ktrlp, Ktr3p et Mntlp
semblent impliquées dans I’ajout du deuxiéme a-(1,2) mannose et Mntlp dans 1’ajout du
troisieme mannose (Lussier et al., 1999). Enfin, les autres mannoses sont transférés par
Mnnlp qui est impliquée a la fois dans les processus de N-et O-glycosylations (Ernst et Prill,
2001). L’ajout de mannosylphosphate sur ces chaines semble impliquer les génes MNN4 et
MNN6 (Nakayama et al., 1998).

Caractérisation et role des protéines O-glycosylées

Jentoft (1990) et Stratford (1994) ont émis 1’hypothése que le role de ces nombreuses
courtes chaines de O-glycanes est de conférer une conformation plus étirée a certaines parties
de la protéine pour faciliter leur ancrage a la membrane et/ou de les protéger vis a vis des
protéases. Les O-glycanes semblent aussi avoir un role dans la sécrétion car un grand nombre
de protéines sécrétées ont été décrites comme O-mannosylées (les agglutinines, la protéine
Hsp150p, Flolp, les chitinases) et chez les mutant pmt la quantité de protéines sécrétées
décroit (Strahl-Bolsinger et al., 1999). Les O-glycanes pourraient jouer un rdle dans le
maintien de D’intégrité de la paroi. En effet, les doubles mutants pmt2/pmt3 et pmt2/pmt4 ne
sont viables qu’en présence d’un stabilisateur osmotique et la quantité de glucane présente
dans la paroi de pmt2/pmt3 est diminuée de 20%, suggérant un role de la O-glycosylation
dans le maintien du glucane dans la paroi (Gentzsch et Tanner, 1996). Le mutant pm¢4 montre
un bourgeonnement anormal qui serait dii a une absence de glycosylation de la protéine AxI2p

(Gemmill et Strimble, 1999).

1.3.1.3 La glycosylation par ancre glycosyl-phosphatidylinositol

Description de ’ancre GPI
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L’ancre GPI se situe au niveau de I’extrémité carboxy-terminale de la protéine. Cette
structure GPI permet ’ancrage de la protéine du coté externe de la membrane plasmique. La
partic C-terminale de la protéine est liée par une liaison peptidique via une
phosphoéthanolamine a un tétrasaccharide (-Manay(1,2)Manay(1,6)Manay(1,4)Gln-) qui a son
tour est lié en a-1,6 a un inositol. Enfin, I’inositol est associé via un phosphate a un groupe
lipidique hydrophobe qui permet a ’ancre de s’enchésser dans la membrane et d’y former un
réseau de liaisons hydrophobes assurant son attachement (Figure 16). Chez S. cerevisiae, un
quatriéme mannose lié en a-1,2 au mannose précédant la phosphoéthanolamine (Man3) peut
étre ajouté a la structure et peut étre prolongé par un a-1,2 et/ou un a-1,3 mannose (structure
a 4 ou 5 mannoses). De plus, une phosphoéthanolamine serait liée au moins transitoirement
aux deux autres mannoses (Manl et Man2) (Tiede et al., 1999). Chez A. fumigatus la partie
glycane de l'ancre GPI est un pentamannose linéaire lié & un résidu de glucosamine (Fontaine
et al., 2003). Un Manal-3Man est lié¢ en al-2 sur le troisiéme mannose par rapport a la
structure générale.

La partie lipidique varie également de fagon importante entre les différentes espéces.
Chez la levure, le lipide peut étre soit un diacylglycérol (C26/C26) base-labile, soit une
céramide base-stable (Herscovics et Orlean, 1993). Chez A. fumigatus, I’ancre lipidique est
toujours une céramide comprenant une C18-phytosphingosine liée par une amide a un acide

gras monohvdroxvlé Cr4.0 (Fontaine et al., 2003).

Figure 16 : Représentation schématique de la structure commune aux ancres GPI des eucaryotes. M :
mannose, E : éthanolamine, N : glucosamine, I : myo-inositol, P : phosphate (d’apres Ferguson, 1999).
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Biosynthese de ’ancre GPI

Les premiéres étapes de la biosynthése de I’ancre GPI ont lieu au niveau de la
membrane du réticulum endoplasmique. La majorité des geénes intervenant dans la synthése
ont été identifiés (Figure 17). La premiere étape est le transfert de la N-acétyl glucosamine
(GleNAc) provenant d’un UDP-GlcNac sur le phosphoinositol (PI) pour former un GlcNAc-
PI. Cette étape est régulée par un complexe d'au moins trois protéines GPII, GPI2 et GPI3
(Leidich et al., 1995). La fonction de chacune de ces protéines n’est pas complétement
élucidée mais il semblerait que ce soit Gpi3p qui ait la fonction GlcNAc transférase (Kostova
et al., 2000). La deuxieme étape est la désacétylation du GIcNAc-PI pour former de la
glucosamine phosphatidylinositol (GlcN-PI). Cette étape serait sous le contrdle de la protéine
membranaire GPI12p qui possede une activité de dé-N-acétylase in vitro (Watanabe et al.,
1999). Ensuite, 1’addition des trois mannoses se fait a partir de Dol-P-Man. Les genes
impliqués dans 1’addition du Manl et du Man2 sont inconnus chez S. cerevisiae, mais GPI10
est le géne codant pour la mannosyltransférase ajoutant le troisieme mannose (Sutterlin et al.,
1998). Enfin le géne permettant I’addition du quatrieme mannose sur I’ancre de S. cerevisiae
vient d’étre cloné, il s’agit de SMP3 (Grimme et al., 2001). Les génes responsables de
I’addition des phosphoéthanolamines (P-EtN) sur chacun des trois mannoses ont été identifiés
chez S. cerevisiae. MCD4 code pour la protéine qui ajoute le P-EtN sur le Manl (Gaynor et
al., 1999), GPI7 code pour la protéine qui ajoute le P-EtN sur le Man2 (Flury et al., 2000) et
GPI13 code pour la protéine qui ajoute le P-EtN sur le Man3, probablement en collaboration
avec GPI11 (Flury et al., 2000, Taron et al., 2000). Les génes MCD4, GPI13 et GPI11 sont
essentiels, ce qui se comprend pour GPI13 et GPI11 étant donné qu’ils participent a 1’addition
du P-EtN qui sert de lien entre la protéine et I’ancre. En revanche, la raison biologique pour

laquelle MCD4 est essentiel est inconnue (Figure 17).
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MCD4

Figure 17 : Représentation des génes impliqués dans la biosynthese de I’ancre GPI chez S. cerevisiae. M :

mannose, E : éthanolamine, N : glucosamine, I : myo-inositol, P : phosphate.

Transfert de I’ancre sur la protéine

Le transfert de I’ancre sur la protéine s’effectue dans le lumen du réticulum
endoplasmique. L’ancre GPI mature est ajoutée a la partie C-terminale de la protéine via une
liaison peptidique entre le C-terminal et la P-EtN. Il y a donc remplacement de la queue
peptidique de la protéine par I’ancre GPI par une réaction de transamidation. Chez S.
cerevisiae, les deux génes impliqués dans cette réaction sont GPI8 et GAAI (Ohishi et al.,
2000, Sharma et al., 2000). Ces deux protéines cooperent dans 1’ajout de I’ancre , Gpi8p par
le clivage de la protéine au niveau du site ®, et Gaalp par la création de la liaison peptidique
(Figure 17). Ensuite, les ancres GPI portées par les protéines peuvent subir des modifications
du lipide précurseur ou étre dirigées vers la paroi (voir chapitrel.3).

Les protéines qui sont ancrées GPI possédent trois caractéristiques (Figure 18) :

(1) Un peptide signal hydrophobe en N-terminal permet a la protéine d’étre envoyée vers

le réticulum. Ce peptide signal est clivé au cours de la translocation dans le réticulum.
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(2) Un peptide C-terminal hydrophobe (15 a 30 acides aminés) permet d’ancrer
transitoirement la protéine dans la membrane du réticulum. Ce peptide est lui aussi
clivé au cours de 1’étape d’accrochage a I’ancre GPI par le complexe transamidase.

(3) Un triplet d’acides aminés de petite taille est situ¢ au niveau du site de coupure puis
d’attachement de 1’ancre. Ce site de coupure est nommé . Il est espacé de 10 a 15
acides aminés du peptide hydrophobe en C-terminal.

L’analyse par mutation ponctuelle a permis d'identifier les acides aminés présents autour
du site ® (Nuoffer et al., 1993). Le site » est composé de petits acides aminés : glycine, acide
aspartique, asparagine, alanine, cystéine ou sérine. Au niveau du site ©+2, il y a
préférentiellement les acides aminés glycine, alanine et sérine. La nature des acides aminés les
plus fréquents au site m+1 est dépendante de I’espece étudiée (Tiede et al., 1999). On sait par
exemple que chez S. cerevisiae les deux résidus les plus probables en ®+1 sont une

asparagine ou une glycine, alors que chez les mammiféres c’est une sérine ou une asparagine

(Caro et al., 1997).

Hydrophobic

- Hydrophobic
(15-30 residues) l l

(15-30 residues)

e ——oo (DY —— coon
-3 -2 -1 0] (!+1 o+2
Gly Gly Gly Gly
Ala Ala Ala Ala
Ser Ser Ser Ser
Cys Cys
Thr Asp
Asn

Figure 18 : Structure des protéines qui sont ancrées GPI. Les fleches représentent les sites de clivage. Les
acides aminés indiqués au bas de la figure correspondent aux acides aminés les plus souvent rencontrés

aux sites indiqués.

Caractérisation et fonction des protéines ancrées GPI

La premiére protéine ancrée GPI a avoir été décrite chez S. cerevisiae est I’a-
agglutinine (Wojciechovicz et al., 1993). Deux études récentes de génomique chez S
cerevisiae ont permis d'établir une liste des protéines potenticllement ancrées GPI. Les
protéines ont été sélectionnées sur la base de : la présence d’un peptide signal en position N-

terminale, la présence d’une séquence pour I’attachement de ’ancre GPI dans la région C-
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terminale et la présence d’une région riche en sérine et/ou thréonine (Caro et al., 1997,
Hamada et al., 1998b). Une soixantaine de protéines ont été¢ dénombrées. Elles sont
regroupées en plusieurs familles. Certaines sont et restent purement membranaires telles que
la famille des glucanosyltransférases Gas, la famille des protéases Yap3, la famille Sps2 et la
famille des lysophospholipases Plbl ; d’autres s'associent de manicre covalente a la paroi
aprés clivage de l'ancre (voir chapitre 1.3) comme la famille Tir, la famille Flo impliquée dans
la floculation, la famille Sed1, la famille Yel040 ayant des homologies avec des glucanases et
la famille des agglutinines. Quelques autres protéines n’appartenant a aucune famille
multigénique ont été décrites : Exglp une exoglucanase, Krelp intervenant dans la synthese
des B-(1,6) glucanes, Rotlp, Icwlp et Egt2p. Ainsi, chez S. cerevisiae, les protéines a ancre
GPI sont impliquées dans de nombreux processus biologiques tels que 1’assemblage et les
modifications de la paroi cellulaire, la floculation et la formation d’agrégats, la sporulation et
'adhérence au substrat, la nutrition.

La fonction de ces protéines ancrées de fagon spécifique a la membrane est donc tres
variable. Il n’y a pas de raison évidente expliquant pourquoi ces protéines ont une ancre GPI
plutdt qu’un peptide transmembranaire. Cependant l'ancre GPI pourrait conférer des
avantages aux protéines (De Sampaio et al., 1999): (1) une mobilité¢ latérale pour ces
protéines plus importante que pour celles qui sont ancrées dans la membrane par un ou
plusieurs segments transmembranaires, (2) la possibilité¢ pour ces protéines d’étre relarguées
par PI-PLC ou PI-PLD, (3) une fonction dans la transduction du signal et (4) la concentration
de protéines dans certains domaines de la membrane appelés LDTI (Low-Density Triton X-

100-Insoluble membrane domains) (Muniz & Riezman, 2000).

1.3.2 Méthodes d’extraction des protéines pariétales

Les techniques d’extraction des mannoprotéines sont différentes selon que I’on
souhaite analyser la partie mannane ou la partie peptidique. Le tableau 7 résume les
différentes techniques utilisées. Ces extractions se font a partir soit de cellules entieres, soit de
parois isolées. La paroi est généralement préparée par broyage des cellules avec des billes de
verre, séparation par centrifugation a 3000 g pendant 10 minutes et lavage des parois avec

NaCl 1 M avec ou sans PMSF 1 mM.
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Tableau 7 : Différentes techniques d’extraction utilisées pour isoler les protéines pariétales.

Techniques d’extraction

Matériel de départ Type de protéines

relarguées

Références

Chimique
Cétavlon/liqueur de Fehling

Détergents (SDS, Triton X-100,

déoxycholate), urée

Agents réducteurs (DTT ou B-

Cellules entiéres Complexe mannoprotéique
de trés haut poids
moléculaire

Paroi Protéines pariétales
solubles, membranaires ou
intracellulaires

Cellules entiéres ou  Protéines pariétales liées

Nakajima et Ballou, 1974a,
Frevert et Ballou, 1985, Van
Rinsum et al., 1991

Valentin et al., 1984, Pastor
etal., 1984, Mrsa et al.,

1997

Orlean et al., 1986,

mercaptoéthanol) paroi par pont disulfure Cappellaro et al., 1998,
Moukadiri et al., 1999
B-élimination (NaOH) Paroi Protéines liées par O- Mrsa et al., 1997, 1999a,
glycosylation Mormeneo et al., 1994
Acide hydrofluorique (HF) Paroi Protéines associées par ~ Kapteyn et al., 1996
liaison phosphodiester aux
polysaccharides
Enzymatique
Protéases Paroi Protéines résistantes aux  Iranzo et al., 2002, Shimoi et
protéases al., 1995
B-1,3 glucanases/B-1,6 Paroi Protéines associées de Van Rinsum et al., 1991,

glucanases

Chitinase

fagon covalente aux [3-

glucanes

Protoplastes en
régénération
Paroi Protéines associées de

fagon covalente a la chitine

Monjin et al., 1994 ;
Kapteyn et al., 1996,
Kapteyn et al., 2000

Kapteyn et al., 1995a

Marcilla et al., 1991;
Kapteyn et al., 1997
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1.3.2.1 Extractions en vue de I’analyse des mannanes

Les cellules entieres, ou les parois isolées, sont autoclavées dans un tampon citrate
(par exemple 90 minutes avec 20 mM tampon citrate pH 7) puis les mannanes sont précipités
avec du Cetavlon (hexadécyltriméthylammonium bromide) (Lloyd, 1970, Ballou, 1976) ou de
la liqueur de Fehling (Algranati et al., 1966). Cette extraction au citrate est tres efficace pour
extraire les mannanes en vue de I’analyse de leur structure. Elle n’est cependant pas favorable
a l’analyse des protéines pariétales car elle aurait l’inconvénient d'abimer au moins
partiellement la partie peptidique des mannoprotéines. Le complexe mannoprotéique extrait
par le Cetavlon est un complexe de haut poids moléculaire (> 133 kDa) (Nakajima et Ballou,
1974a). Analysé sur gel de polyacrylamide 7%, ce complexe ne pénétre pas dans le gel de
séparation chez une souche sauvage. Par contre, chez le mutant mnn9 dont les chaines de
mannanes sont tronquées, une bande large de 180 kDa sensible a I’endo H peut-étre observée.
Ce complexe est constitué¢ a 88% de sucres et 12% d’acides aminés, principalement des
sérines et thréonines (Frévert et Ballou, 1985). Cette protéine serait identique a la protéine de
Mr 150 kDa purifiée sur une colonne d’affinité a base de Concanavaline A par Van Rinsum

(1991) a partir d'un extrait similaire. La nature de cette protéine est inconnue.

1.3.2.2 Extractions chimiques en vue de ’analyse des polypeptides

Les parois peuvent étre également traitées avec des agents dénaturants ou des
détergents. L urée 6M a température ambiante permet de solubiliser 65% des mannoprotéines
de la paroi tandis que le SDS 2% a température ambiante ou a 100°C libére 60 et 85%,
respectivement, des mannoprotéines de la paroi. Une soixantaine au moins de protéines de
poids moléculaire inférieur a 80 kDa sont solubilisées par le SDS (Valentin et al., 1984). Ces
protéines libérées par le SDS ne semblent pas étre hypermannosylées car elles donnent des
bandes bien définies en SDS-PAGE (Pastor et al., 1984). De plus, elles ne semblent pas étre
relarguées par le citrate a chaud ou les B-1,3 glucanases. D’autres détergents comme le
déoxycholate de sodium ou le Triton X-100 n’ont qu’un effet mineur sur le relargage des
protéines pariétales (moins de 10%). Des résultats similaires ont été observés chez C.
albicans. Plus de 40 protéines de Mr compris entre 15 et 80 kDa correspondant a 70% des
protéines pariétales sont relarguées par le SDS 2% (Elorza et al., 1985). Ces divers travaux
suggerent cependant que I’extrait SDS contient un grand nombre de protéines membranaires.
En effet, quand des cellules sont marquées a I’iode pendant 10 minutes de fagon & marquer

préférentiellement les protéines de surface, seulement 9 protéines radiomarquées peuvent étre
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visualisées dans l'extrait SDS (Molloy et al., 1989). Ceci indique que la majorité des bandes
mises en évidence dans l'extrait SDS représente des protéines intracellulaires et/ou
membranaires qui ont ét¢ adsorbées sur la paroi lors du broyage. Une autre fagon de vérifier
que les protéines extraites appartiennent a la paroi est la biotinylation, préalable a 1’extraction,
des protéines (Mrsa et al., 1997). Les cellules intactes sont traitées avec un réactif de
biotinylation (sulfosuccinimidyl-6-(biotinamido)hexanoate) réagissant de fagon spécifique
avec les fonctions amines libres. Ce réactif, qui ne traverse pas la membrane plasmique, est
donc incapable de marquer les protéines intracellulaires. En utilisant cette méthode Mrsa et
ses collaborateurs ont pu identifier environ 20 protéines associées a la paroi dont seulement 9
étaient solubilisées par le SDS a chaud tandis que les autres étaient solubilisées par (-
élimination ou par B-1,3 glucanase (Mrsa et al., 1997).

Valentin et al. (1984) ont montré que 30% des protéines extraites par le SDS étaient
associées entre elles par des ponts disulfures. Ceci a donc amené [’utilisation d’agents
réducteurs (2 mM dithiothréitol (DTT) a 4°C pendant 2 heures ou 2% p-mercaptoéthanol a
30°C pendant 3 heures) qui détruisent les ponts disulfures (Cappellaro et al., 1998, Moukadiri
et al., 1999, Orlean et al., 1986). Les protéines relarguées par DTT ou -mercaptoéthanol ont
des tailles variables comprises entre 22 et plus de 200 kDa (Frevert et Ballou, 1985, Orlean et
al., 1986). Etant donné que le profil de protéines est le méme que les protéines soient extraites
de paroi isolée ou de cellules enticres (Frevert et Ballou,1985), il est suggéré que le matériel
relargué de cette fagon est effectivement localisé dans la paroi.

Ces traitements urée/détergents/agents réducteurs ne dégradent pas les protéines
isolées. En revanche, les autres traitements chimiques utilisés pour isoler des protéines
peuvent abimer les protéines lors du traitement.

Un traitement par 100 mM NaOH pendant 16 heures a température ambiante permet
de libérer les O-glycanes des mannoprotéines isolées. Mais ces conditions dégradent les
protéines (Nakajima et Ballou, 1974b). Ainsi des conditions alcalines plus douces, 30 mM
NaOH a 4°C pendant 16h, ont été utilisées pour solubiliser des protéines (Mrsa et al., 1997,
1999) qui sont associées a la paroi par O-glycosylation ou tout simplement qui ont été libérées
de la paroi en raison d’une modification des glucanes qui ne retiennent plus les protéines dans
la paroi.

L'acide hydrofluorique (HF) qui clive les liaisons phosphodiesters (Ferguson, 1992) a
aussi été utilisé. Le traitement de la paroi avec 50% HF pendant 3 jours dans la glace libére
des protéines (Kapteyn et al., 1996), suggerant que ces protéines pariétales sont associées aux

polysaccharides pariétaux par liaison phosphodiester.
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L’éthylénediamine anhydre (EDA) aurait ’avantage d’isoler les protéines de la paroi
en préservant les liaisons O-glycosidiques et en évitant la destruction de protéines labiles.
Cependant, les analyses des mannoprotéines isolées par ’EDA ne sont pas concluantes (Ruiz-

Herrera et al., 1994, Mormeneo et al., 1996).

1.3.2.3 Extractions enzymatiques

Un certain nombre de glycosylhydrolases ou de protéases ont été utilisées pour
dégrader la paroi en vue de 1’analyse des liaisons polysaccharides-protéines. Les extractions
enzymatiques avec des -1,3 glucanases (Shibata et al., 1983, Pastor et al., 1984, Valentin et
al., 1984, Van Rinsum et al., 1991, Frevert et Ballou, 1985, Montjin et al., 1994), des B-1,6
glucanases (Kapteyn et al., 1996, Kapteyn et al., 2000, Bom et al., 1998), des chitinases
(Kapteyn et al., 1997, Marcilla et al., 1991) ou des protéases (Shimoi et al., 1995, Iranzo et
al., 2002) représentent une facon ménagée et spécifique d'extraire les protéines pariétales
(contrairement aux traitements chimiques mentionnés ci-dessus). La libération de protéines
pariétales par dégradation enzymatique peut se faire a partir de cellules entiéres (Shibata et
al., 1983) ou de paroi isolée préalablement traitée avec du SDS a chaud (Pastor et al., 1984)
ou des protoplastes en régénération (Kapteyn et al., 1995a). Les enzymes du commerce
utilisées initialement n’étaient pas pures. Par exemple, la zymolyase est contaminée par des
activités protéasiques et des mannanases. Des protéases peuvent étre contaminées par des [3-
(1,3) glucanases. Ces enzymes peuvent étre maintenant remplacées par des protéines

recombinantes telles que la Quantazyme ($-(1,3) glucanase).

Chez S. cerevisiae, les profils de protéines obtenus aprés digestion par B-(1,3)
glucanase montrent une grande hétérogénéité de Mr 29->600 kDa (Pastor et al., 1984, Van
Rinsum et al., 1991). Le nombre de protéines isolées est difficile a déterminer car la plupart
sont hypermannosylées et forment des bandes diffuses sur gel SDS-PAGE. De plus, la taille
de la chaine de N-mannane peut varier en fonction des conditions de culture, ce qui rend
difficile la caractérisation des protéines sur la base de leur Mr (Valentin et al., 1987).
L’utilisation du mutant mnn9 dont les chaines de N-glycanes ne possedent que 10 a 14 résidus
mannose au lieu des 150 a 200 mannoses habituels présents chez la souche sauvage s’est
révélée tres avantageuse pour I’identification des protéines relarguées par -(1,3) glucanase.
Chez le mutant mnn9, les protéines libérées par la laminarinase ont des tailles comprises entre
740 a 35 kDa, une majorité d'entre elles ayant un Mr supérieur a 94 kDa (Van Rinsum et al.,

1991). Parmi ces protéines, dix (entre 35 et 450 kDa) sont retenues sur une colonne de
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Concanavaline A-Sepharose, les 3 majoritaires ont des Mr de 160, 220 et 300 kDa. Elles sont
différentes des mannoprotéines relarguées par le tampon citrate ou le SDS.

Chez C. albicans, des traitements avec la zymolyase, la laminarinase ou la
Quantazyme relarguent aussi des protéines de tres haut poids moléculaire (650 a 160 kDa) qui
sont également sensibles a I’endoH (Marcilla et al., 1991, Kapteyn et al., 1995b). Ces
protéines sont différentes dans la forme levure et la forme mycélienne (Casanova et al., 1989,
Kapteyn et al., 1995b).

La fraction mannoprotéique libérée par B-(1,3) glucanase (laminarinase) contient du
glucose (Shibata et al., 1983, Van Rinsum et al., 1991), suggérant une liaison potentielle des
mannanes aux glucanes pariétaux. Ceci est corroboré par le fait que quatre des protéines
libérées par laminarinase chez S. cerevisiae (200, 155, 100 et 66 kDa) sont reconnues par un
anticorps spécifique des B-1,6 glucanes (Montjin et al., 1994). Il en est de méme pour les

protéines libérées par B-(1,3) glucanase chez C. albicans (Kapteyn et al., 1995b).

L’extraction des parois par une B-1,6 glucanase chez S. cerevisiae relargue les mémes
protéines que la laminarinase (Kapteyn et al., 1996). Chez C. albicans, elle libére a la fois des
bandes fines (220,170, 100 et 65 kDa) et une fraction de haut poids moléculaire migrant entre

400-600 kDa (Kapteyn et al., 2000, Bom et al., 1998) qui n’a pas été caractérisée.

L’extraction par une chitinase relargue des protéines de poids moléculaire supérieur a
205 kDa chez C. albicans (Marcilla et al., 1991). Le profil de protéines est identique a celui
obtenu par traitement des parois avec la zymolyase. Les bandes correspondant a 1'extraction
avec la chitinase ont un poids moléculaire légerement plus élevé que celles isolées par
zymolyase. Ceci suggere que des protéines sont liées a la chitine par I'intermédiaire du B-(1,3)

glucane puisque la B-1,3 glucanase relargue aussi ces protéines.

De maniére paradoxale, la trypsine a aussi été utilisée pour solubiliser des protéines
pariétales (Iranzo et al., 2002). Une des protéines identifiées est une chitinase hautement O-
glycosylée qui est aussi relarguée par les détergents, suggérant que cette méthode permet
d’isoler seulement des protéines résistantes a la trypsine mais qui ne sont pas forcément liées
de maniére covalente aux polysaccharides. La protéase I de Rarobacter faecitabidus a aussi

été utilisée pour relarguer Cwplp (Shimoi et al. (1995).
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Une autre technique consiste a utiliser des protoplastes en régénération qui excretent
les mannoprotéines dans le milieu (Valentin et al., 1986, Kapteyn et al., 1995a, Pardo et al.,
1999). Cette méthode donne des informations sur les précurseurs des mannoprotéines

associées a la paroi et sur leur interaction avec les polysaccharides.

1.3.3 Liaisons entre protéines pariétales et différents polymeres de la paroi

A ce jour, les caractéristiques des protéines isolées de la paroi de S. cerevisiae sont les
suivantes : (1) une quantité importante des protéines n’est pas associée aux polysaccharides
pariétaux et est libérée par des détergents ou par des agents réducteurs. La majorité de ces
protéines sont soit des protéines membranaires contaminant 1’extrait pariétal, soit des
protéines sécrétées en transit avant relargage dans le milieu extérieur (Mrsa et al., 1997,
Molloy et al., 1989) ; (2) la grande majorité des protéines pari€tales existent sous forme de
complexes mannoprotéiques car elles sont N-glycosylées par un systéme
d'hypermannosylation et souvent O-glycosylées; (3) certaines protéines sont associées de
fagon covalente aux B-glucanes et a la chitine car elles sont relarguées par -1,3 glucanase, 3-
1,6 glucanase ou chitinase et les complexes mannoprotéiques contiennent du glucose.

Trois principales classes de protéines peuvent donc étre définies en fonction de leur
mode d'extraction et de leur association aux polymeres de la paroi : une classe de protéines
relarguées par agents réducteurs et deux classes de protéines relarguées par  glucanases ou

B-élimination et considérées comme associées aux p-glucanes (Figure 19).
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Figure 19 : Localisation hypothétique des protéines pariétales dans la paroi de S. cerevisiae. Le squelette
interne est constitué de B-(1,3) glucane qui forme un réseau tridimensionnel. Ce réseau est consolidé par
de nombreuses liaisons hydrogeénes entre les molécules de B-(1,3) glucane. Des chaines de chitine sont
couplées a I’extrémité non réductrice du B-(1,3) glucane et renforcent le squelette. Des chaines de B-(1,6)
glucane trés branchées sont aussi associées au B-(1,3) glucane. A ’extérieur, les protéines pariétales
seraient associées aux extrémités non réductrices du B-(1,3) glucane soit directement (Pir-CWP) soit par
Pintermédiaire d’une chaine de B-(1,6) glucane et d’une partie de I’ancre GPI (GPI-CWP). Les protéines
associées de facon non covalente (solubilisées par détergents, urée...) et les protéines liées par des ponts
disulfures aux autres protéines pariétales sont également représentées (d’apres Smits et al., 2001).

1.3.3.1 Liaisons protéine-protéine

Les protéines parictales libérées par des agents réducteurs correspondent a des
protéines pariétales qui seraient liées entre elles par des ponts disulfures. Par exemple, il est
décrit que I’agglutinine a (Agalp) de la levure existe sous la forme d’un dimere dans lequel
une sous-unité de la protéine est ancrée a la paroi et est liée par pont disulfure a une deuxiéme
sous-unité qui serait relarguée des cellules par les agents réducteurs (Watzele et al., 1988, Roy
etal., 1991).

Chez S. cerevisiae, 4 glycoprotéines sont relarguées de fagcon spécifique par le B-
mercaptoéthanol (gp38, gp49, gp68, gp88) ainsi que des protéines de tres haut poids
moléculaire mal séparées en SDS-PAGE (Orlean et al., 1986). Les protéines gp49 et gp88
semblent N-glycosylées tandis que les protéines gp38 et gp68 semblent O-glycosylées mais
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elles n’ont pas été séquencées. Cappellaro et al. (1998) ont identifi€¢ 7 protéines relarguées par
2 mM DTT a 4°C pendant 2 heures (Tableau 8). Trois protéines ont été identifiées :
I’endoglucanase Bgl2p (29 kDa), I’exoglucanase Exglp (44 kDa) et la chitinase Ctslp
(116kDa). Une autre protéine Scw8p/CcwS5p semble appartenir a la famille des protéines PIR.
Les 3 autres protéines Scw3p, Scw4p et Scw10p présentent des homologies de séquence avec
des glucanases mais il n'existe pas de preuve biochimique de leur activité glucanasique. Par la
suite, trois autres protéines majeures relarguées par incubation de la paroi en présence de 2 %
B-mercaptoéthanol a 37°C ont été identifiées (Moukadiri et al., 1999). Une protéase Barlp de
120 kDa est observée chez le mutant mnnl/mnn9 mais pas dans la souche sauvage. Deux
bandes a 45 et 40 kDa correspondent a la seule protéine Ccw5p (ou Pirdp) qui a déja été
décrite comme solubilisée a la fois par des agents réducteurs et par -élimination et action de
la laminarinase, suggérant que cette protéine existe sous plusieurs formes dans la paroi
(soluble ou associée aux B-(1,3) glucanes) ou bien que le clivage par les différents traitements
n’est pas spécifique.

Des protéines habituellement localisées a ’intérieur de la cellule peuvent étre aussi
retrouvées dans des extraits pariétaux obtenus par incubation des levures avec du f3-
mercaptoéthanol. Ce sont des homologues de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(Tdhlp a Tdh3p) (Delgado et al., 2001) et des membres de la famille HSP (Heat Shock
Protein) (Lopez-Ribot et Chaffin, 1996). Ces protéines n’étant pas des protéines sécrétées et,
en absence de biotinylation préalable des protéines pariétales, la question se pose de savoir si
ce sont des protéines pariétales multi-fonctionnelles comme 1’énolase ou la fructose
diphosphate aldolase (Pardo et al., 1999) qui sont sécrétées par un mécanisme non
conventionnel ou si elles proviennent de cellules lysées.

Chez C. albicans, une seule protéine a €t€¢ décrite comme étant libérée par des agents
réducteurs (Casanova et al., 1992). C’est une protéine de 58 kDa qui est une fibrinogen-
binding protein (Pralp) habituellement sécrétée. Elle est relarguée par le 3-mercaptoéthanol et

est a la fois N-glycosylée (18% de la protéine) et O-glycosylée (3-4% de la protéine).

La majorité des protéines relarguées par les agents réducteurs a partir de la paroi sont
des enzymes hydrolytiques (Tableau 8). Ces protéines ne semblent pas étre hyperglycosylées
(mis a part Barlp qui n’est détectée que chez le mutant mnnl/mnn9). 11 est intriguant de
constater que la majorité¢ des protéines libérées par traitement réducteur soit des protéines
telles que Ctslp, Blg2p, Exglp qui sont habituellement sécrétées dans le milieu de culture. En

outre, des traitements SDS sans agent réducteur liberent aussi les mémes protéines. La
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question de l'existence réelle de liaisons protéines-protéines reste entiere au moins pour la
plupart des protéines identifiées puisqu'il n'existe pas d'analyse chimique prouvant que le
relargage de ces protéines est effectivement dii a la coupure de la liaison S-S. Le B-
mercaptoéthanol ou le DTT pourrait aussi modifier les interactions ioniques a l'intérieur de la
paroi, favorisant ainsi la libération de protéines retenues par ces interactions a l'intérieur de la

paroi.

Tableau 8 : Protéines relarguées par des agents réducteurs a partir de cellules entiéres ou de paroi isolée

chez S. cerevisiae.

Genes Méthode d'extraction Caractéristiques de la protéine Références

BGL2 2mM DTT a4°C Endo-f(1,3) glucanase ayant une Cappellaro et al., 1998

activité glucanosyltransférase

EXG1 2mM DTT a4°C Exo-B(1,3) glucanase Cappellaro et al., 1998
CTS1 2mM DTT a 4°C Endochitinase 1 Cappellaro et al., 1998
SCW8/CCW5/PIR4  2mM DTT a4°C Protéine de la famille PIR Cappellaro et al., 1998/

Moukadiri et al., 1999

SCW3 2mM DTT a 4°C Homologies de séquence avec des ~ Cappellaro et al., 1998
glucanases

SCw4 2mM DTT a4°C Homologies de séquence avec des ~ Cappellaro et al., 1998
glucanases

SCwW10 2mM DTT a4°C Homologies de séquence avec des  Cappellaro et al., 1998
glucanases

BARI 2% B-ME a 37°C Protéase Moukadiri et al., 1999

SSAI, SSA2 1% B-ME a 37°C Protéines chaperones Lopez-Ribot et al., 1996

(famille HSP70)
TDHI, TDH2, 1% B-ME a 37°C Glycéraldéhyde-3-phosphate Delgado et al., 2001
TDH3 déshydrogénase

1.3.3.2 Liaison protéines GPI-3 glucane

Mise en évidence d'un lien entre [-glucane et protéine GPI
Les travaux réalisés sur l’a-agglutinine (Saglp) et 1’a-agglutinine (Agalp) ont

suggéré, les premiers, dans les années 90 I’association covalente entre I’ancre GPI de la
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protéine et le B-1,6 glucane (Wojciechowicz et al., 1993, Lu et al., 1994, Lu et al., 1995,
Lipke et al., 1989, Roy et al., 1991). La construction de protéines chiméres contenant
I’extrémité C-terminale de 1’a-agglutinine (Van Berkel et al., 1994) a montré que cette région
est essentielle et suffisante pour attacher de facon covalente une protéine hétérologue a la
paroi. Par ailleurs, un mutant déficient dans la partie C-terminale de I’a-agglutinine sécrete
cette protéine dans le milieu de culture (Wojciechowicz et al., 1993). L’ a-agglutinine
présente a la surface de la cellule peut donc étre retrouvée sous 3 formes : une forme liée par
ancre GPI a la membrane plasmique, une forme soluble périplasmique et une forme pariétale.
Les formes soluble et pariétale ont perdu leur phosphatidyl inositol. (Lu et al., 1994). Seule la
forme pariétale est associée aux -glucanes (Lu et al., 1995).

Les études a l'aide du mutant mnn9 ont montré qu'un certain nombre de
mannoprotéines autre que Saglp sont libérées de la paroi par B-glucanase (Van Rinsum et al.,
1991, Montjin et al., 1994). La caractérisation de la liaison entre le B-glucane et les protéines
s'est faite progressivement au cours de différentes études. (1) Apres purification sur Con A-
Sepharose et chromatographie d’échange d’ions pour éliminer tous les glucanes contaminants,
la fraction protéique contient un glucane qui ne peut pas étre éliminé par action de I’endoH ou
de la PNGase, ce qui suggere que ce glucane n’est pas N-li€. (2) L’utilisation de 1’Aculeacin
A, un inhibiteur de la synthese des -glucanes, entraine une diminution de I’incorporation des
mannoprotéines dans la paroi et la sécrétion de mannoprotéines dans le milieu (Valentin et al.,
1986). (3) Un anticorps anti-B-1,6 glucane produit par Montjin et al. (1994) reconnait un
ensemble de 4 protéines parmi les protéines extraites par [B-1,3 glucanase. Cette
reconnaissance est sensible a 1’oxydation périodique et peut étre inhibée par du -1,6 glucane
mais pas par du mannane ou du B-1,3 glucane ; elle est donc spécifique du -1,6 glucane. (4)
Les protéines libérées par action d’une B-(1,3) glucanase recombinante sont reconnues a la
fois par des anticorps anti-B-1,6 glucane et anti-B-1,3 glucane. L’action d’une B-(1,6)
glucanase sur ces protéines se traduit par une diminution de la taille de ces protéines et par la
perte de la reconnaissance par I’antisérum anti-p-1,3 glucane mais pas de celle par I’antisérum
anti-B-1,6 glucane suggérant 'agencement suivant : protéine-p-(1,6) glucane-B-(1,3) glucane
(Kapteyn et al., 1994, 1995b, 1996). (5) Cette reconnaissance de la protéine par I’anti-B-1,6
glucane est abolie aprés traitement avec de I’acide hydrofluorique (HF) et par I’action de
phosphodiestérases suggérant ainsi l'intervention d'une liaison phosphodiester entre protéine
et glucane (Kapteyn et al. 1994, Kapteyn et al., 1996). (6) L’action du HF sur la paroi enti¢re
libére le méme profil de protéines que les P-glucanases (Kapteyn et al., 1996). (7) Le
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séquengage de 3 de ces protéines montrent que ce sont des protéines portant une ancre GPI
(Van Der Vaart et al., 1995). Ainsi une classe de protéines GPI associées au 3-1,3 glucane
pariétal par liaison phosphodiester de I’ancre GPI au B-1,3 glucane par I’intermédiaire d’une

chaine de B-1,6 glucane a été caractérisée.

Fujii et al. (1999) ont caractérisé chimiquement le lien existant entre I’ancre GPI de
Tiplp et le glucane, 1’obstacle majeur étant la faible quantité de la chaine de sucre associée
aux glucanes. Tiplp a été isolée de la paroi par ’action d’une glucanase. Ensuite, elle a été
digérée par une protéase et le séquengage et la composition en sucres de chaque peptide libéré
a permis de caractériser le peptide C-terminal comme le seul peptide li¢ a des glucanes. La
chaine de sucre associ¢e au peptide C-terminal contient du mannose, du glucose (7,5 moles
par mole de peptide) et de 1’éthanolamine (1 mole/mole de peptide) mais pas de glucosamine,
suggérant ainsi que 1’ancre GPI a été clivée entre 1’éthanolamine et la glucosamine. Le
traitement par une phosphodiestérase élimine 1’éthanolamine et certains résidus glucose ont
leur extrémité réductrice libre tandis qu’aucun mannose n’a d’extrémité réductrice libre. Ceci
suggere donc qu’il existe une liaison phosphodiester entre 1’éthanolamine et la partie sucre et
que le B-glucane est associé aux résidus mannose par son extrémité non réductrice. Ainsi, la
structure de 1’ancrage de Tiplp aux B-glucanes suggérée par Fujii et al. (1999) est représentée
a la figure 20A : I’ancre GPI est tronquée au niveau de la chaine de mannose et I’extrémité
réductrice du mannose est liée aux glucanes. Dans cette analyse, il n’y a aucune preuve que le
glucane de la chaine est un PB-1,6 glucane mais cela est déduit des études précédentes
montrant que les protéines sont d’abord liée au 3-1,6 glucane puis au -1,3 glucane.

De leur coté, Kollar et al. (1997) ont montré qu'un complexe mannose/glucose peut
étre relargué de la fraction protéique de la paroi par traitement HF. L'analyse de ce complexe
révele qu’il ne contient pas de glucosamine et qu'il est composé de 5 résidus mannose liés en
a et attachés a un di- ou trisaccharide de glucose portant une extrémité réductrice libre et qui
peut étre hydrolysé par la B-1,6 glucanase. La structure hypothétique de la liaison protéine-f3-
1,6 glucane est représentée sur la figure 20B (Kollar et al., 1997). La protéine ainsi glycosylée

n’a pas été identifiée.
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Figure 20 : (A) Structure de la liaison entre la protéine Tipl et le 3-(1,6) glucane par I’intermédiaire de
I’ancre GPI. Man, mannose, Glc, glucose (d’aprés Fujii et al, 1999). (B) Structure du complexe
mannoprotéine-glucane. G, glucose, M, mannose, GN, N-acétylglucosamine. G6G signifie glucose lié en 1-
6 a un autre glucose. Le coeur du mannane du N-glycane n'est pas représenté pour des raisons de

simplicité (d'aprés Kollar et al., 1997).

Les enzymes responsables de 1’établissement de la liaison entre les protéines GPI et
les B-1,6 glucanes ne sont pas connues. Ce remodelage des protéines pourrait avoir lieu dans
I’espace périplasmique (De Nobel and Lipke, 1994) puisque des études réalisées sur ’a-
agglutinine ont montré que les formes périplasmique et membranaire de cette protéine ne sont
pas associées au B-1,6 glucane (Lu et al., 1995) contrairement a la forme pariétale. Ceci
suggere donc que le la formation du complexe B-1,3 glucane-B-1,6 glucane-protéine ancrée
GPI se déroule de la fagon suivante : (1) le B-1,6 glucane est connecté au f-1,3 glucane puis

(2) la protéine ancrée GPI est couplée au 3-1,6 glucane (Klis et al., 2002).
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Séquence des protéines GPI identifiées dans la paroi

La liste des protéines GPI de S. cerevisiae identifiées comme associées a la paroi est
présentée dans le tableau 9.

Plusieurs approches ont été utilisées pour identifier des protéines GPI ancrées de fagon
covalente dans la paroi. Premi¢rement, plusieurs protéines libérées par B-1,3 glucanase et
associées au P-1,6 glucane ont été identifiées par séquengage peptidique. Parmi les 4
glycoprotéines mises en évidence par Montjin et al. (1994) et Kapteyn et al. (1996), 3 ont été
séquencées. La bande a 60 kDa est codée par le gene YKL096w et la protéine correspondante
a été nommée Cwplp (Cell Wall Protein 1). La bande a 80 kDa semble étre identique a Tiplp
qui avait été identifiée initialement par Kondo et Inouye (1991) comme une protéine induite
par un choc thermique froid. Une autre protéine GPI relarguée en quantité abondante de la
paroi mais qui n'est pas reconnue par 1’anticorps anti-p-1,6 glucane a été mise en évidence et
nommée Cwp2p (Van Der Vaart et al., 1995, 1996). Pour Ccwl2p, Tir3p et Icwp, leur
libération de la paroi par laminarinase et leur marquage par du phosphate radioactif suggérent
¢galement qu'elles sont associées a la paroi de la méme fagon (Mrsa et al., 1999b, Moukadiri
etal., 1997).

Un certain nombre de protéines ont été localisées dans la paroi grace a un marquage
GFP ou HA. La disparition de ce marquage aprés traitement de la paroi par laminaminase
suggere que ces protéines sont associées a la paroi au niveau des B-(1,3) glucanes. On peut
citer Crhlp, Crh2p (Congo Red Hypersensitivity), Fitlp, Fit2p, Fit3p (Facilitator of Iron
Transport) (Rodriguez-Pena et al., 2000, Protchenko et al., 2001).

Pour d’autres protéines GPI, I’association covalente au B-1,6 glucane a été mise en
évidence par la construction de protéines chimeres comprenant la partie C-terminale de la
protéine fusionnée a 1’a-galactosidase puis par la mise en évidence de 1’a-galactosidase dans
les extraits pariétaux libérés par B-1,3 glucanase et reconnaissance de la protéine chimére par
un anti-P-1,6 glucane. Plusieurs études sur diverses protéines ancrées GPI liées a la paroi ont
en effet montré que (1) si ces protéines sont privées de la séquence signal du GPI, elles ne
sont pas retenues dans la paroi mais relarguées dans le milieu de culture (Van Der Vaart et al.,
1996a, Ram et al., 1998) et que (2) des protéines de fusion possédant la partic C-terminale de
protéines pariétales GPI ne sont pas sécrétées mais restent associées avec la paroi (Hamada et
al., 1998b, Van Der Vaart et al., 1996a, Bourdineaud et al., 1998). Dix-huit protéines GPI

potentiellement ancrées a la paroi ont été identifiées de la sorte (Tableau 9).
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Tableau 9 : Liste des protéines GPI relarguées par p-1,3 glucanase et pour lesquelles I'association aux -
1,6 glucanes a été montrée chez la levure.

Génes Nom de la Mise en Fonction et régulation Références
protéine évidence de la
localisation*
Famille Tir :
YBRO067c Tipl G, DB Lipase, induite a basse température ~ Van der Vaart et al., 1995
YERO11w Tirl/Srpl DB, PF Induite & basse température Bourdineaud et al., 1998
YILO1Iw Yibl DB
YJR150c Danl/ Tir3 DB, G Mrsa et al., 1999b
YJR151¢c Tir4 DB, PF Induite en anaérobie
YKL096w Cwpl G,DB,L Van der Vaart et al., 1995,
Shimoi et al., 1995
YKL097w-a Cwp2 G, PF,DB, L Van der Vaart et al., 1996b
YLR040c Tir5 DB
YORO009w Tir6 DB, PF
YORO010c Tir2 DB Induite a basse température
Famille Flo :
YALO063c Flo9 DB Flocculation
YARO50w Flol PF, DB Flocculation Van der Vaart et al., 1996a
YHR211w Flo5 DB Flocculation
YKR102w Flo10 DB Flocculation
YIR019c Flol11 DB Flocculation
Famille Sed1 :
YDRO77w Sed1 PF, DB Induite en phase stationnaire Van der Vaart et al., 1996a
YER150w DB, PF
Famille Yel040
YELO040w Crhl DB, PF, L Homologue de glucanase Rodriguez-Pena et al., 2000
YGR189¢ Crh2 DB, PF, L Homologue de glucanase Rodriguez-Pena et al., 2000
Famille des
agglutinines
YJR004¢c Agal/Sagl G, PF, DB Adhérence Luetal., 1995
YNRO44w Agal DB Adhérence Roy et al., 1991
Autres
YCRO89w DB, PF Kapteyn et al., 1999a
YDR534c Fitl DB, L, PF Impliquée dans le transport du fer Protchenko et al., 2001
YHR126¢ DB
YIL171c DB
YJL078¢c Pry3 DB, PF
YLRO042¢ DB
YLR110c Cewl2 DB, PF, G Mrsa et al., 1999b
YLR194c DB
YLR391w-a Iewp DB,G Moukadiri et al., 1997,
Mrsa et al., 1999b
YNL300w DB, PF
YNL327w Egt2 DB, PF Endoglucanase impliquée dans la
séparation cellules mére-fille
YOLI155¢ DB
YOR214c DB, PF
YOR382w Fit2 DB Impliquée dans le transport du fer Protchenko et al., 2001
YOR383¢ Fit3 DB Impliquée dans le transport du fer Protchenko et al., 2001
YDR134c PF
YPL130w DB

* @G, protéine isolée de la paroi par 3-(1,3) glucanase ou $-(1,6) glucanase ; PF, association au B glucane de la
paroi mise en évidence par la construction d’une protéine chimére possédant le C-terminal de la protéine couplé
a I’a-galactosidase ; DB, déduction de I’association par ’absence de motif dibasique dans la séquence ; L,
localisée dans la paroi par la construction de protéines chimeéres portant un tag GFP.
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C’est le cas de: Flolp, Sedlp (Van Der Vaart, 1996a), Tirlp (Bournineaud et al.,
1998), la protéine codée par YCRO89w (Kapteyn et al., 1999a), Cwp2p (Van der Vaart et al.,
1996b), Crhlp, Crh2p, Egt2p, Cewl12, Fitl, Saglp, Pry3p (Hamada et al., 1998b).

L'association covalente des protéines GPI aux polysaccharides peut aussi étre suggérée
sur une simple analyse de la séquence de la région C-terminale de la protéine. Les
observations de Vossen et al. (1997) et Popolo & Vai (1999) ont montré que des protéines
GPI connues pour étre ancrées dans la membrane comme Exg2p, Gaslp, Yap3p et Krelp
contiennent un motif dibasique d’acides aminés spécifique en amont du site de clivage de
I’ancre GPI (Tableau 10). La présence de deux acides aminés basiques en amont du site o,
lysine (K), arginine (R) ou histidine (H) est une caractéristique des protéines ancrées a la
membrane (Caro et al., 1997). Cependant, cette régle a des exceptions. Ainsi, la protéine
Dcwlp a une localisation membranaire malgré 1’absence de ce résidu dibasique (Kitagaki et
al., 2002). Ensuite, la présence de résidus valine (V), isoleucine (I), ou leucine (L) en position
o—4 ou -5 et de résidus tyrosine (Y) ou asparagine (N) en position ®-2 est une
caractéristique des protéines envoy€es par la suite a la paroi (Hamada et al., 1998a). Ainsi, le
motif dibasique agirait comme un signal négatif tandis que les acides aminés spécifiques
joueraient un rdle positif dans 1’attachement a la paroi (Hamada et al. 1999). La perte par
mutation du motif dibasique peut aboutir a la délocalisation d’une protéine a ancre GPI telle
que Yap3p de la membrane vers la paroi (Hamada et al., 1998b). Cependant, Sampaio et al.
(1999) ont montré que Gaslp, caractérisée par la présence d'un motif dibasique en amont de
son site de clivage peut aussi étre détectée dans les extraits pariétaux. Ces approche in silico
de la séquence de S. cerevisiae a permis de prévoir I’envoi a la paroi de 38 protéines parmi les

51 protéines ancrées GPI identifiées (Caro et al., 1997, et Hamada et al., 1998a, 1998b, 1999).
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Tableau 10 : Signal GPI des protéines GPI putatives chez S. cerevisiae (Caro et al., 1997).

Gene name Protein name GPI-signal

YALOG63c Flo9 STASLEISTYAG SANSLLAGSGLSVEIASLLLAITL

YARO50w Flo1** STASLEISTYAG SANSLLAGSGLSVEIASLLLAIIL

YBRO67¢ Tipl** VETASNAGORVN AGAASFCAVVAGAAALLL

YBRO78w SSSSSSSKKSXG AAPLLVEATSFMGVVAAVGVAYYKIKATICVSIT
TLZSSIMISLEFLEYYETVGESSLNEICR

YCLO48w DSKKRVISKYAN SANPSMOLDPLLEGTC_VAMLLEF

YCRO89w WITTPZVSTYAG SASKFLCSKFFMIMVMYINEI

YDRO55w ASSSSSKSSKGN AATMAPIGOITPLVGLLTAIIMS-M

YDRO77w Sed1** SASSIASVVINSN CANVVVFGALGLAGVAMLEL

YDR144c Mke7 SPTSSSSPRKZN CGHNLNFPFFARFITATIFEHT

YDR261c Exg2* LSSTTTSRKSXN AATSNKLTTSOLLPIKNMSLTWKASVCALAITIAALCASL

YDR349c SNSTNRTSSASG AGVRLSSPY TFNKDPAGHVTRIASLLLLSZFSILIVL

YDR522¢ Sps2 AKSOGSSKKM=N SAPKNIFIDAFKMSVYAVFTVLFSIIF

YDR534c SSTTPQIVNYTG AADSIAAGTGLMGAALAAVIFL

YELO40w ASSSTSSMSGNN AGANVAANWRLTVLCVILGYVL

YEROIIw Tirl/Srpl ** ATKAVSEQTENG AAKAFVCEMGAGVVAAAAMLL

YERI50w VSSTIADVETNSN AANARATIPGALGLAGAVMMLL

YGRI89c EASSTNSVOISN CADLAOSLPREGKLESVLVALLALL

YHRI126¢ PSSTANVSVY=G AGMKVESKNMGY IVGVAALLEL

YHR211w Flo5 STASLEISTYAG SANSLLAGSGLSVEIASLLLAITL

YILO11w Yibl STNSSSSATSXN AGAAMIMGFFSAGVGAAIAGAARMLL

YIR019c Flol1 YSVPSISSTYDG AANIKVLGNFMWLLLALPVVE

YJLO78c TSTTAKLSAY=G AATPLSIFQCNSLAGTIARFVVAVLEAEF

YJL171c LSNGVRLTNMON CVWYY ILATIEFTAFTQVVLI

YJR004c Agal/Sagl** TSTSLMISTY=ZG KASIFFSAELGSIIFLLLSYLLFE

YJR150¢ SSASRVIDVTTN CANXKFNNGVEGAARATAGAAALL,

YJRI151c SSASYTVSINTN CAYNFDKDNIFGTAIVAVVALLLL

YKLO46c APLNITKGSKAG AGIITAVIGISIVACALWLVE

YKLO96w Cwpl ** QAPNTVYEQTZN AGAXARAVGMGAGALAVAAARYLL

YKLO97w-a Cwp2** SSTETZSQOTEN CAAKAAVGMGAGALAAAMLL

YKR102w Flo10 STASLEMSSYLG IANHLLINSGISIFIASLLLAIV

YLR040c SSSTSRTSOSON CAHAKSLYFPMALFGIFAVAL

YLR042¢ INTISSSTSTGG VGSVKPCLYEVIMLETIAYLES

YLR110c AAPTASVTSYTG AAAXALFAAGALLAGAAALLL

YLRI120c Yap3* TASATSTSSKRN VGDHIVESLPLTLISLLFAFI

YLRI2ic KSEKRALORAATN SASSIRSTLGLLLVPSLLILSVEFES

YLR194c GKVASVMSNSTN CAFAGTHIAYGAGAFAVGALLL

YLR343w Gas2 NVKYPSSEERZN DGTIAFKTSGFVILLISMIAASILL

YLR391w-a Tewp** AVISTFSEGSGN VLEAGKSVEIAAVAAMLIT

YMR006¢ ARSSSSTANKAN AAATISYANTNTLMSLLGAITALFGLI

YMROOSc Plbl ASASGSSTHKXN AGNALVNYSNLNTNTFIGVLSVISAVEGLZ

YMR200w Rotl NRHKTNAIKRON TSFLTSNAIWY ISAGMLGVGSLLFLAF

YMR215w Gas3 SSKSKGVGNIVN VSFSQSCGYLALFAGLISALL

YMR307w Gasl* SSASSSSSSKAN AATNVKANLAQVVETSIISLSIAAGVGEFALV

YNL190w TYGPGEKARKNN AAPGPSNENSIKLFGVTAGSAAVAGALLLL

YNL300w NTTTHAEISTYVG AAVXGSVAGMGAIMGAAAFALL

YNL322¢ Krel* IKSAIKKTVSHN FAQHLGMSSFTSILGGLLTVLIWEFL

YNL327w Egt2 TIKPPSISTYSG AAGOLTIRIGSLLLGLISFLL

YNRO44w Agal** TSSMVTISQYMG SGSQOTRLPLGKLVFAIMAVACNV_FS

YOLO30w Gas5 TSSSOSSSKSXG AAGITIEIPLIFRALAELYNLVL

YOL132w Gas4 ECKDDOLEKRKHRN SASISGPLLPLGLCLLFFTESLEFE

YOL155¢ KTSTGZIVQS=G TAAGLNANTLNALVGIFVLAFEN

YORO0O9w SKTTGZVEQTZN CAAXAVIGMGAGALAAVAAMLL

YOR010c Tir2 QATSTVSEQT=N CAAKAVIGMGAGVMAAAAMLL

YOR214c PGNITTIGGYZN SSSSLMFSMGILSFLEGLYLLLHP

YOR382w SSSSSSSASSS6G AAPAATQGASYGALALGLISYLL

YOR383¢ SSSTAELSSYTG AADAITAGTGLMGAALAAVMLL

YPLI130w SNISSLNEDYDN ASNFLTETTVALAVLLTILLEIQAY

YPL261c LGPLPDDKKLXN DAKYSEMNYFIITCIGIIM

Le site o suggéré est marqué en gras. Les motifs dibasique précédant le site © de clivage est souligné. Ybr078p
est ajoutée a ce tableau bien que son signal GPI soit suivi d'un dommaine transmembranaire supplémentaire. *

Protéines membranaires connues; ** Protéines pariétales connues.
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Cette liste des protéines GPI ancrées a la paroi ne fait cependant pas état de tous les
homologues des protéines GPI qui peuvent exister comme le montre la mise en évidence
récente d'une protéine GPI membranaire codée par DFGS, homologue de DCW1I, qui n'avait
pas été identifiée par la recherche systématique de Caro et al. (1997) et Hamada et al. (1998b)
et qui semble de plus impliquée dans la biosynthése de la paroi ainsi que le montre son

homologie avec une a-1,6 mannosidase (Kitagaki et al., 2002).

Réle des protéines GPI pariétales

Les fonctions des protéines GPI liées de fagon covalente a la paroi sont résumées dans
le tableau 9. Dans la plupart des cas, leur fonction est inconnue. Certaines protéines comme
les tres petites protéines codées par les genes CCWI12 et YDRI34C, 133 et 66 acides aminés
respectivement, sont supposées étre utilisées pour présenter du mannane a la surface cellulaire
(Klis et al., 2002). D’autres sont impliquées dans les phénoménes d’adhésion comme
I’agglutination sexuelle et la floculation (Saglp, Agalp, Flolp...) D’autres semblent avoir un
role enzymatique au niveau de la paroi comme Crhlp et Crh2p. Il n’y a donc pas un réle
commun a toutes ces protéines qui pourrait expliquer leur association aux polysaccharides
pariétaux. De plus, aucune de ces protéines n’est essentielle.

Le suivi de I’expression des protéines GPI a I’aide de chips et leur localisation a I’aide
de tag GFP (Rodriguez-Pena et al., 2000) ont montré que I’expression des protéines GPI est
strictement contrdlée durant le cycle cellulaire et que ces protéines sont souvent localisées
dans des régions spécifiques de la paroi (Smits et al., 2001). Par exemple, Cwplp est localisée
au niveau de la cicatrice du bourgeon et sa localisation semble dépendante de la présence et
de la localisation correcte de la chitine au niveau du septum. Crhlp et Crh2p sont localisées
dans des zones riches en chitine et au niveau des sites de polarisation. De plus, cette
localisation de Crh2p au niveau du bourgeon est dépendante de 1’intégrité du septum et des
septines et son systeme de transport coincide avec celui de Chs3p puisque chez un mutant
chs5 la localisation de Crh2p est complétement modifiée (Rodriguez-Pena et al., 2002). Les
protéines GPI pourraient donc avoir un rdle dans [’établissement de la polarité et la

morphologie cellulaire.

Les protéines GPI associées a la paroi chez les autres champignons
Chez Candida albicans, les premiéres protéines GPI pariétales a avoir été mises en

évidence sont des protéines de la famille des ALS (pour Agglutinin Like Sequence du fait de

leur homologie avec I’a-agglutinine). Ce sont des protéines de surface impliquées dans
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’adhésion cellulaire. Alslp et Als3p sont les 2 premiers membres de cette famille a avoir été
mis en évidence aprés action d’une B-1,6 glucanase sur la paroi (Kapteyn, 2000). L’action de
la B-1,6 glucanase relargue d’autres protéines de poids moléculaire 65, 100, 170 et 220 kDa
qui n’ont pas été identifiées (Bom et al., 1998). D’autres protéines potentiellement ancrées
GPI ont été mises en évidence par analyse de séquence: Alsl-9 (Hoyer, 2001); Csal
(Lamarre et al., 2000) qui est un antigéne de surface principalement exprimé dans la forme
mycélienne ; Hyrl (Bailey et al., 1996) qui est exprimé durant le développement de la forme
hyphe mais dont la fonction reste inconnue du fait de I’absence d’homologie avec d’autres
protéines ; Hwpl (Staab et al., 1998) qui est un antigene localisé par immunofluorescence
indirecte dans la paroi et dans des extraits de paroi libérés par zymolyase ; Rbtl, Rbt5 et
Wap! (Braun et al., 2000) qui sont des protéines dont les génes sont réprimés par TUPI, un
répresseur transcriptionnel qui controle négativement la croissance mycélienne. Chez C.
glabrata, une protéine putative GPI codée par EPAI a été identifiée (Cormack et al., 1999).
Chez Candida comme chez S. cerevisiae, il semble exister deux types de protéines GPI qui
sont soit membranaires soit liées de fagon covalente a la paroi. Les protéines GPI ancrées a la
paroi seraient plutot associées a la croissance mycélienne.

Des protéines associées au f-1,6 glucane ont été aussi observées chez Wangiella
dermatitidis (Montjin et al., 1997), Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Penicillium
roquefortii, P. marneffei et K. marxianus. Seules 3 de ces protéines ont été identifiées : Mplp,
protéine antigénique, chez P marneffei (Cao et al., 1998), une phosphatase acide chez K.

marxianus (Yoda et al., 2000) et la protéine Femlp de Fusarium oxysporum (Schoffelmeer et
al., 2001).

1.3.3.3 Liaisons protéines Pir-[ glucanes

Protéines relarguées par [-élimination

Un autre groupe de protéines identifié¢ tout d'abord chez S. cerevisiae (Mrsa et al.,
1997) puis chez C. albicans (Kandasamy et al., 2000) peut étre libéré par B-élimination a
partir de la paroi préalablement traitée avec du SDS/B-mercaptoéthanol. Chez S. cerevisiae,
six protéines ont été solubilisées par un traitement avec 30 mM NaOH 4°C pendant 16h (Mrsa
et al., 1997) : Cew5p a CewlOp (34, 250, 115, 57, 52, et 47 kDa). Quatre de ces protéines

(Cew5p, Cewbp, Cew7p et Cecw8p) ont été séquencées et se sont révélées étre des membres

de la famille PIR (Protein with Internal Repeats). Ccw6p correspond a Pirlp (YKL164c),
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Ccw8p a Pir3p (YJL159w). Cew5Sp et Ccw7p se sont révélées €tre codées par des génes
homologues a ceux de la famille PIR et ont ét¢ nommées Pirdp et Pir2p. Les deux autres
protéines n'ont pas été s€quenceées.

Les protéines de la famille PIR ont ¢té initialement identifiées dans des souches de S.
cerevisiae résistantes a une protéine antifongique : I’osmotine (Yun et al., 1997). En effet, les
souches sur-exprimant des protéines de la famille PIR sont résistantes a cet agent. Les 4
membres de cette famille Pirlp, Pir2p/Hsp150p, Pir3p et Pirdp ont été localisés dans la paroi
de S. cerevisiae a ’aide d’anticorps spécifiques (Kapteyn et al. 1999a, Toh-e et al., 1993,
Mrsa et al., 1999a). La séquence des protéines Pir est caractérisée par la présence d’un peptide
signal en position N-terminale, suivi d’un site de reconnaissance Kex2 d’environ 40 acides
aminés. Des expériences réalisées avec le mutant kex2 ont confirmé que les protéines de la
famille PIR ont des poids moléculaires plus élevés chez le mutant que chez le sauvage mais
restent sécrétées (Mrsa et al., 1997). Elles possedent des régions répétées (7 a 10 selon la
protéine) de 18/19 acides aminés (A A AXSQIXDGQV/IQAT/AT/K XT). Larégion
C-terminale est treés conservée. Ces protéines sont caractérisées par un grand nombre de sites
potentiels de O-glycosylation (39 a 73) et au maximum un seul site de N-glycosylation.

Chez C. albicans, des études réalisées par Mormeneo et al. (1994) montraient déja
I’existence de protéines pouvant étre libérées de la paroi par un traitement alcalin. Plus
récemment, Kapteyn et al. (1999b) ont mis en évidence la présence d’un homologue de la
protéine ScPir2p dans la paroi de C. albicans par immuno-empreinte avec un sérum dirigé
contre ScPir2p. Ils ont confirmé que cet homologue de Pir2p/Hsp150p (de Mr 235 kDa) n’est
pas libéré par B-1,6 glucanase mais par B-1,3 glucanase. En outre, la réactivité de cette
protéine avec un anticorps spécifique du B-1,3 glucane disparait aprés B-élimination. Par
ailleurs, I’extraction par B-élimination de protéines pariétales biotinylées a permis de libérer 4
protéines de 150, 66, 54, et 45 kDa de la paroi. Deux d’entre elles (160 et 66 kDa) réagissent
avec un anticorps anti-Pir2/Hsp150 (Kandasamy et al., 2000).

Roéle des protéines PIR

La protéine sécrétée Pir2p/Hsp150p est induite par un choc thermique mais Mrsa et al.
(1997) ont montré que l’expression des autres protéines de la famille PIR n’était pas
dépendante d’un choc thermique. Le rdle de ces protéines a été étudié par Mrsa et al. (1999a).
Les genes codant pour ces 4 protéines PIRCcwSp, Cew6p, Cew7p et Ccw8p ont été disruptées

et le phénotype des mutants étudi€. Les mutants ccwd/cew?7, cewd/cew7/ccw6 et
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cewS/cewb/cew7/cew8 poussent plus lentement, ont une sensibilité accrue au Calcofluor et au
rouge Congo, et des cellules plus grandes avec une forme irréguliere. Ceci traduit une
diminution de la résistance de la paroi. Par ailleurs, la surexpression de PIR? induit une
résistance accrue a 1’osmotine tandis que les cellules qui sont déficientes en PIRI, PIR2 et
PIR3 y sont plus sensibles (Yun et al., 1997). On peut donc penser que les protéines PIR
jouent un role dans la perméabilité vis a vis de certaines protéines comme 1’osmotine. Les
protéines PIR sont, en outre, sur-exprimées lors d’un stress (Klis et al., 2002) et des études sur
des mutants KRE déficients en B-1,6 glucane ont montré que la protéine Pir2p/Hsp150p était
incorporée en plus grande quantité dans la paroi de ces mutants. L'augmentation des protéines
PIR pourrait étre un mécanisme compensatoire de la fragilisation de la paroi causée par la
présence d’une faible quantité de 3-1,6 glucane (Kapteyn et al., 1999b). La proportion de ces
protéines dans la paroi augmente également a pH acide. Il pourrait s’agir la aussi d’un
mécanisme qui sert & compenser la fragilisation de la paroi en milieu acide ou d’une meilleure

rétention des protéines dans la paroi a pH acide (Kapteyn et al., 2001).

Lien entre les protéines Pir et le 1,3 glucane

La B-élimination est un procédé qui permet de libérer les O-glycanes et les protéines
PIR ont des régions riches en sérine et thréonine. Il est donc suggéré que les protéines PIR
sont associées par leur O-glycane a un polysaccharide de la paroi. Ceci est corroboré par le

fait que la protéine Ccw5p soit absente de la paroi du mutant pmt4 qui est affectée dans son

O-glycosylation (Mrsa et al., 1997).

Kapteyn et al. (1999) ont montré que 98% des protéines pariétales sont relarguées par
l'action d'une B-1,3 glucanase tandis que la digestion par la B-1,6 glucanase ne relargue que
84% des protéines pariétales. Ceci suggere a la fois que la fraction résistante a la B-1,6
glucanase correspond aux protéines PIR et que celles-ci sont liées de fagon covalente aux fB-

1,3 glucanes (Figure 21, Klis et al., 2002).

Alcali-sensible

)

p-1,3-glucan—(Man), ;-O-Ser/Thr

Figure 21 : Schématisation hypothétique du mode d’ancrage des protéines PIR au p-(1,3) glucane (d’aprés
Klis, 2002).
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Nakayama et al. (1998), qui ont mis en évidence la modification par phosphorylation
du second résidu mannose de la chaine de O-glycane, ont suggéré que le couplage des chaines
O-glycosylées avec le B-1,3 glucane pourrait nécessiter la présence de mannosylphosphate.
Cependant, la liaison entre ces protéines PIR et le B-1,3 glucane n’a jamais €été €lucidée.
L’hypothése d’une telle liaison repose aujourd’hui exclusivement sur le relargage des
protéines PIR 4 la fois par B-élimination et par ’action d’une B-1,3 glucanase. En outre, la
caractérisation récente de la protéine Pirlp comme une protéine nucléaire interagissant avec
I’endonucléase Apnlp (Vongsamphanh et al., 2001) met en doute lI'hypothése que ces
protéines PIR seraient des protéines structurales de la paroi liées de fagon covalente aux B-1,3

glucanes.

1.3.3.4 Autres types de liaisons entre mannoprotéines et polysaccharides

Deux classes de protéines associées de fagon covalente aux glucanes de la paroi ont
été décrites : les protéines ancrées GPI associées au -1,3 glucane via une chaine de B-1,6
glucane et les protéines PIR directement associées au P-1,3 glucane (Figure 22A, B).
Cependant, ’existence d’associations protéine-glucane différentes de celles-ci ont été
suggérées. Par exemple, la protéine GPI Cwplp ancrée a la paroi par son ancre peut aussi €tre
relarguée de la paroi par B-élimination (Kapteyn et al., 2001), ce qui suggere que cette
protéine pourrait étre doublement liée aux B-1,3 glucanes (Figure 22C). Chez des mutants fks/
et gasl déficients en B-1,3 glucane, des protéines GPI seraient associées a du -1,6 glucane
directement li¢ a la chitine (Figure 22D, Kapteyn et al., 1997).

D’apres les résultats de Montjin et al. (1994) montrant que certaines protéines
relarguées par B-1,3 glucanase ne sont pas reconnues par 1’anti-B-1,6 glucane et ne sont pas
des protéines GPI, Klis et al. (1994) a aussi émis I’hypothése qu’il peut exister une quatriéme
forme de glycosylation similaire a celle décrite chez les cellules mammiferes (Schreiner et al.,

1994) qui met en jeu une liaison directe entre 1’asparagine et un B-glucane.
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GPI-CWP Cwp GPI-CV?’P Pir-CWP GPI-CWP
pl,cls-Glc ;31,?!431‘: Bl,t!:-Glc [’3\1,3-Glc BI,S'-Glc ﬁl,6|-Glc
B1,3I-Glc Bl,g-Glc chiItin

Figure 22 : Revue des différents complexes protéines-polysaccharides suggérés dans la paroi de S.

cerevisiae (d’aprés Kilis et al., 2002).

L'analyse structurale de la liaison protéine-polysaccharide reste trop rarement
entreprise. Chez S. cerevisiae, cette liaison n’a été étudiée chimiquement que chez 2 protéines
dont Tiplp et une protéine de nature inconnue (Fujii et al., 1999, Kollar et al., 1997). Ce
genre d'analyses structurales est absolument nécessaire pour assurer la présence d’une liaison
covalente. Il se pourrait en effet que la libération de protéines dites associées de fagon
covalente aux polysaccharides consécutivement a la dégradation des glucanes ne résulte que
du relachement des mailles polysaccharidiques induit par les traitements glucanasiques. En
outre, certaines protéines pourraient étre associées aux [-glucanes par simple affinité
lectinique ou interaction ionique. Ce type d’interactions a été négligé jusqu’a aujourd’hui
dans I’étude des protéines pariétales alors que des études génomiques ont mis en évidence des
séquences  concensus  d’association non covalente a des  polysaccharides
(www.afmb.cnrs.mrs.fr/CAZy). Des exemples existent chez S. cerevisiae. La chitinase Ctslp,
libérée de la paroi par des agents réducteurs, a un domaine en C-terminal qui se fixe a la
chitine avec une grande affinité¢ (Kuranda et Robbins, 1991) et qui est analogue au domaine
non-catalytique de binding de polysaccharide de certaines cellulases. De plus, Bgl2p, protéine
abondante de la paroi, se fixe au B-1,3 glucane a la fois sous forme native et dénaturée
probablement par !’intermédiaire de ponts hydrogeénes (Kebl et Tanner, 1989, Mrsa et al.,
1992,1993). Elle n’est pas la seule protéine capable de s’associer au B-1,3 glucane in vitro,
suggérant que ce type de « binding » pourrait €tre di a plusieurs séquences peptidiques (Mrsa
et al., 1992). Au contraire, un certain nombre d’enzymes périplasmiques fortement associées a
la paroi telles que I’invertase ou la phosphatase acide ne se fixent pas au p-1,3 glucane, méme

sous leur forme déglycosylée (Mrsa et al., 1992).
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Aspergillus fumigatus cell wall: composition and

biosynthesis

M. BERNARD & J.P. LATGE

Unité des Aspergillus, Institut Pasteur, 75015 Paris, France

Analysis of the cell wall of Aspergillus fumigatus is guided by obvious biological
reasons: the cell wall protects the fungus against the aggressive human defense
reactions, it harbors most of the fungal antigens and it represents a potential drug
target. This review will discuss our current understanding of the structural
organization of the polysaccharides constitutive of the cell wall of A. fumigatus [«
and B(1-3) glucans, chitin, galactomannan, and B(1-3),(1-4) glucan) and of the
enzymes (synthases, transglycosidases, and glycosyl hydrolases) responsible for their
biosynthesis and remodeling. Comparative analysis of the cell wall of the conidium
and mycelium also provides insights on their respective roles during the pathogenic

life of this fungal species.
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Introduction

A thorough analysis of the biochemical organization and
biogenesis of the cell wall of the opportunistic pathogen
Aspergillus fumigatus is essential to obtain a thorough
understanding of the growth of this filamentous fungus,
both in vitro and in its human host. All exchanges
between the fungal cell and its environment rely upon a
functional and permeable cell wall. In A. fumigatus, like
in other pathogenic fungi, the cell wall is continuously in
contact with the host cells and proteins and acts as a
sieve and a reservoir for molecules such as antigens and
enzymes playing an active role during infection [1].
Moreover, the cell wall is a physically rigid layer, which
protects the fungal cell from its environment, especially
in the lung where the mycelial and conidial cell wall
plays a major role against the lung phagocyte killing
mechanisms. Although the fungal cell wall has been
considered for a long time as an inert organelle, recent
studies, mainly based on the analysis of yeast cell wall,
suggest that the fungal cell wall is indeed a dynamic
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structure where constitutive polymers are continuously
chemically modified and rearranged during cell wall
biosynthesis (see review by Popolo et al., this issue) [2].

Cell wall biosynthetic enzymes have been long
recognized as being essential for the fungal life and
unique specific drug targets, since a fungus cannot
survive without a wall or even if its cell wall is markedly
altered from the native form. Fungal cell wall poly-
saccharides do not have a counterpart in humans
suggesting that inhibitors of the fungal polysaccharide
biosynthetic pathway should be potent and specific
antifungals without marked secondary side effects in
humans [3]. New drugs are especially required in the case
of treatment of aspergillosis because of the high
incidence of therapeutic failure in the treatment of
invasive aspergillosis [4]. The recent clinical launch of
Cancidas, a P(1-3) glucan synthase inhibitor, has
confirmed that the development of new drugs can indeed
be based on inhibition of cell wall biosynthetic enzymes
(see article by Douglas, this issue) [5]. Our present
understanding of the chemical structure and polymer
organization of the cell wall of A. fumigatus and the
characterization of proteins/genes involved in the bio-
synthesis of the constitutive polymers of the cell wall are
presented in this review.
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Composition of the fungal cell wall of
A. fumigatus

Mycelium cell wall

Figure 1 shows the various extraction protocols that have
been used in our laboratory to analyze the cell wall of A.
fumigatus. Sodium dodecyl sulfate (SDS) mercap-
toethanol treatments of the cell wall release noncova-
lently bound proteins since the major secreted antigens
of A. fumigatus have been shown by immunoblot
experiments to be present in this fraction (M. Bernard,
unpublished results). Galactomannan and galactoman-
nan containing proteins have been also extracted from
the cell wall by ionic detergent extraction. Therefore, the
bulk of proteins extracted from the cell wall by
detergents (3:5% of the total cell wall dry weight)
contain only proteins passively located in or passing
through the cell wall. It is indeed difficult to remove all
of the noncovalently bound cell wall-associated proteins

50 mM DTT

4°C

S

i

from the cell wall even after 4 h boiling in detergent
buffers. Treatment of the detergent-extracted cell wall
with B(1-3) glucanase, a(1-3) glucanase and chitinase
for several days did not release more proteins than the
incubation buffer alone. Only a single protein homo-
logous to the Penicillium chrysogenum or A. niger acid
phosphatase was released in minute amounts from cell
walls by B(1-3) glucanase treatment. However, short
incubation of intact mycelium of A. fumigatus in a simple
buffer also results in the release of this protein. This
result suggests that the presence of this phosphatase in
the B(1-3) glucanase soluble extract is due to its strong
B(1-3) glucan-binding properties (M. Bernard, unpub-
lished results). Data gathered on the study of cell wall
proteins in Aspergillus suggest that, in contrast to the
situation in yeast, the A. fumigatus cell wall does not
harbor proteins bound covalently to cell wall polysac-
charides.

The main structural components of the A. fumigatus

Mycelium

cell disruption
NaCl pellet washing

Cell wall

2% SDS
+40mM BME
+50mM EDTA
100°C

S P

!

B(1-3) glucanase
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0(1-3) glucanase
or
chitinase

v

S

Protein
analysis

S = soluble fraction; P - 10,000g pellet
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+ NaBH, 500mM
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!

Alkali insoluble
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Alkali soluble
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l

B(1-3) glucanase of1-3) glucanas:
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v

Carbohydrate
analysis

Fig. 1 Methodology to extract proteins and polysaccharides from the cell wall of A. fumigatus.
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cell wall are polysaccharides that can be divided into two
groups, depending on their solubility in hot alkali. The
alkali soluble fraction is composed mainly of «(1-3)
glucans with some galactomannan (W. Morelle er al.,
unpublished results). The alkali-insoluble fraction of the
A. fumigatus cell wall, which is the fraction believed to
be responsible for fungal cell wall rigidity, has been
analyzed in detail [6]. Following enzymatic digestion
with recombinant endo-8(1-3) glucanase and chitinase,
several fractions that contained specific interpolysacchar-
ide covalent linkages were purified by liquid chromato-
graphy and characterized by GC-MS and NMR.
Galactomannan, chitin and B(1-3) glucan are the main
components of the alkali-insoluble fraction (Fig. 2).
Galactomannan is composed of a core chain of a-
mannose residues with short side chain of B(1-5)
galactofuranose residues [7]. Acetolysis experiments
preferentially released a tetrasaccharide consistent with
the presence of a repeating mannose oligosaccharide
unit -[6Manal-2Manal-2Manal-2Manal]. Two of the
a(1-2) linked mannose residues are substituted in
position 3 or 6 and are branching points for the
galactofuran side chain. A linear B(1-3)/(1-4) glucan,
never previously described in fungi, was also found in A.
fumigatus that represented 10% of total B-glucan. NMR
and methylation data indicated that the linear B(1-3)/(1-
4) glucan had the following repeating unit -[3GlcB1-

S
B(1-3)/(1-4) glucan

L4}

O glucoss
8 N-gcetvlolucosamine
[ mannose

iy galactofuranose

4GlcR1]-. The core B(1-3) glucan is a branched polymer
with 4% of B(1-6) branch points. Chitin, galactomannan
and the linear B(1-3)/(1-4) glucan are covalently linked
to the nonreducing end of B(1-3) glucan side chains.
Chitin is linked via a B(1-4) linkage to B(1-3) glucan.
The linkage of galactomannan to glucan is sensitive to
acetolysis suggesting that the galactomannan is linked to
glucan via a a(1-6) linkage. The lack of the availability
of a suitable endo-mannanase prevented up to date the
chemical identification of the linkage between the
galactomannan and the B(1-3) glucan.

A galactosamino-galactan has been also found in the
alkali-insoluble fraction of the cell wall [6]. This
heteropolymer is reminiscent of a similar polysaccharide
secreted by A. parasiticus [7,Q2]. In A. fumigatus, the
galactosamine polymer is also found in the culture
filtrate (T. Fontaine, unpublished results) where it
becomes rapidly insoluble. There is no evidence to date
that this polymer is covalently associated with other cell
wall polymers.

Our current understanding of the chronological events
occurring in the biosynthesis of the structural poly-
saccharides of the A. fumigatus cell wall suggests the
following: (i) biosynthesis of 3(1-3) glucan and chitin is
the primary event in the organization of the cell wall; (ii)
branching of 3(1-3) glucan, resulting in an increase in
potential acceptor sites, is a prerequisite and the second

Galactomannan

Fig. 2 Polysaccharides composition of the alkali-insoluble fraction of the mycelial cell wall of A. fumigatus.
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event in the elaboration of the cell wall structure; and
(iii) branching of B(1-3) glucan is followed by the
formation of covalent linkages between the B(1-3)/(1-6)
glucan core and chitin, galactomannan and B(1-3),(1-4)
glucan which constitute the three-dimensional structural
core of the fungal cell wall.

The conidium cell wall

Interestingly, the approaches used to study the conidial
cell wall are different to the ones involved in the study of
the mycelium. Although the structure of the cell wall of
conidia and mycelia is different (Fig. 3), very little is
known about the chemical organization of the constitu-
tive conidial polysaccharides and most work has been
dedicated to the analysis of the components of the
conidial outer layer. This is appropriate because conidia
are the first fungal cells to come in contact with the
human host and they play a role in resisting phagocytosis
by alveolar macrophages.

The outermost cell wall layer of the A. fumigatus

conidium is characterized by the presence of interwoven
rodlet fascicles (Fig. 3). This layer, which is composed of
hydrophobic proteins (hydrophobins), confers hydro-
phobic properties to A. fumigatus conidia. The gene
encoding the rodlet protein RodAp of A. fumigatus has
been cloned and a rodlet-less mutant has been generated
[9]. In A. fumigatus, the absence of this rodlet layer
resulted in the formation of conidia that become more
hydrophilic than the conidia of the parental strain [10].
Binding to host cell proteins is not affected significantly
in vitro and in animal models of invasive pulmonary
aspergillosis, mortality induced by intranasal inoculation
was comparable for the parent and rodlet-less strains
with a lower inflammatory response with the Arod
mutant [9,11]. In A. fumigatus, a 14-kDa hydrophobin
(named RodBp) which co-extracts with the 16-kDa
RodAp protein has been recently identified and is
presently under investigation (S. Paris et al. unpub-
lished).

Immunocytochemical data indicated that receptors to
host proteins (fibrinogen, laminin, complement, fibro-

Fig. 3 Ultrastructural features of the cell wall (cw) of the mycelium (a,b) and conidium (c-e) of A. fumigatus. (a, ¢) Scanning electron
micrographs; (b, d) transmission electron micrographs of sections of the conidial and mycelial cell wall (note the dense melanin outer layer in
the conidial wall); (e) back-scattered electron micrograph of a conidium labeled with laminin, anti-laminin antibody and protein A-gold
particles (arrow heads) (courtesy of G. Tronchin); (f) carbon-platinum replica of the conidial surface showing the rodlet structure.
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nectin, albumin, immunoglobulins, collagen, and surfac-
tant proteins) are located at the conidial surface (Fig. 3).
Both carbohydrate and protein molecules on the conidial
surface are involved in binding to host proteins. For
example, an unknown carbohydrate molecule bound in a
calcium-dependent manner to pulmonary surfactant
proteins A and D. Fucose- and sialic acid-specific lectins
also associated with adhesion have been identified on the
conidial cell wall. Western-blot analysis has shown that
complement binds to a 54-58-kDa doublet protein found
on the surface of conidia. The receptor for laminin is a
72-kDa glycoprotein, which is also present on the surface
of the conidium (see [1] for references).

The conidial cell wall is composed of a dense
pigmented outer layer and a translucent inner layer
(Fig. 3). The chemical composition of the conidial cell
wall of A. fumigatus has not been characterized yet, with
the exception of the melanin component [12,13]. The use
of mutants with white conidia has shown that the
melanin of the conidial cell wall plays a major role in
protection against the phagocytic reactions within the
phagolysosome. Both in vivo and in vitro studies have
shown that white conidia were more efficiently damaged
by phagocytes than green conidia. When conidia were
incubated in vitro with reactive oxygen species (ROS)
like NaOCI or hydrogen peroxide, white conidia were
about 10-fold more sensitive to ROS than green conidia
[14]. This finding indicated that the pigment gives A.
fumigatus conidia some protection against ROS which
could be responsible for the higher survival of green
conidia in monocytes. Analysis of the ability of wt and
mutant strains conidia to cause ROS production in
human monocytes and polymorphonuclear leukocytes
has shown that the resulting ROS were scavenged by the
pigment present in wild type conidia. These results
explain the observed higher sensitivity to ROS of white
conidia. The nonpigmented strains are amongst a small
group of mutants that are known to be attenuated in
virulence.

Cell wall-associated molecules involved in diagnosis

When a serum of an aspergilloma patient is used in
indirect immunofluorescence assays, the cell wall of the
infective mycelium is intensively labeled, indicating that
cell wall-associated molecules are recognized by the
immune host response [15]. Accordingly, cell wall-
associated molecules, either constitutive or secreted,
are used in diagnosis. The most important antigens used
in the diagnosis of aspergillosis in the immunocompetent
(used for the detection of specific antibodies) are
secreted molecules that are passively located in the cell
wall. Three of these mycelial antigens have been studied
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extensively: the 18-kDa Aspfl ribonuclease, the Catlp
catalase (a tetrameric glycoprotein with a monomeric
subunit of 90 kDa) and the 88-kDa dipeptidylpeptidaseV
(identified previously as the so called ‘chymotrypsin
antigen’) [16-18].

In contrast to the immunocompetent host, growth of
A. fumigatus in the tissues of an immunosuppressed host
is not correlated with an increase in anti-Aspergillus
antibody titers. In fact, current methods for serological
diagnosis of Invasive Aspergillosis are based on the
detection of circulating cell wall polysaccharides in
biological fluids, e.g. serum, urine and bronchoalveolar
lavages, from patients. Among these polysaccharides, the
most commonly targeted molecule is galactomannan.
Monoclonal antibodies directed against the galactofuran
side chains of the galactomannan are at the basis of the
only commercially available enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) antigen detection kit [19]. The other
cell wall polysaccharide that can also be used diagnos-
tically is PB(1-3) glucan, even though it is not an
immunogenic molecule. In this case, the detection
system is based on the activation of a proteolytic
coagulation cascade, which is an essential defense
mechanism of arthropods against the invasion of their
hemocoele by microorganisms [20].

Cell wall-associated enzymes

Enzymes involved in the biosynthesis of the A. fumigatus
cell wall that have been characterized at the molecular
level are shown in Table 1.

Polysaccharide synthases

Enzymes responsible for the biosynthesis of the major
polysaccharides of the alkali-insoluble fibrillar core of
the cell wall, B(1-3) glucans and chitin arec integral
membrane proteins which have been extensively inves-
tigated in Aspergillus (Fig. 4).

Chitin synthesis

Chitin synthase (CHS) catalyzes the polymerization of
GlcNAc from uridine diphosphate (UDP)-GlcNAc. A.
fumigatus is the fungal species with the highest number
of CHSs: seven CHS have been identified to date (see
article by Munro & Gow, this issue) [21]. CHS of moulds
have been split into six classes according to their amino
acid sequences. Biochemical data have suggested that
classes I-1II are zymogenic, i.e. stimulated in vitro by
trypsin whereas classes IV to VI are nonzymogenic.
Classes III, V and VI have been only identified in
filamentous fungi. Interestingly, mutants with the most
altered phenotype result from inactivation of CHS genes
belonging to class IIT and V (Table 1) [22,23]. Only
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Table 1 Enzymes associated to the synthesis of the mycelial and
conidial cell wall of A. fumigatus

Enzyme Phenotype of mutant
CHSs
Class I CHSA No
Class I CHSB No
Class III CHSC No
CHSG Reduced growth rate
Increased hyphal branching
Class IV CHS F 7%
Class V CHSE Swollen hyphae
Altered conidiation
Class VI CHSD No
B(1-3) glucan synthase
FKS1 1(Essential)
RHOL1 t(Essential)
a(1-3) glucan synthases
AGS1 Reduced growth rate and
altered conidiation
AGS2 Reduced growth rate and

altered conidiation
B(1-3) glucanosyl

transferases
GEL 1 No
GEL 2 Reduced growth rate and
altered conidiation
GEL 3 7%
Mannosyl transferases
MNN9 7%
VANI %
Chitinases 7%
Endo- B(1-3) glucanases
ENGLI1 No
Melanin biosynthetic enzymes
ALBI White conidia
ARPI, 2 Reddish pink conidia
ABRI,2 Brown conidia
AYGI1 Yellowish green conidia

*Gene cloned but disruption not performed.

Q6.

iGene cloned but disruption not attempted because GEL3 is not expressed
in standard culture conditions.

mutations in Af CHSE and Af CHSG result in a growth
phenotype: reduction in hyphal growth, periodic swel-
lings along the length of hyphae and a block on
conidiation partially restored by growth in presence of
an osmotic stabilizer. No apparent direct correlation
exists between the severity of the mutant phenotype and
the amount of residual chitin in the cell wall as a
consequence of the CHS gene disruption (Table 1). A
double CHSE/CHSG disruption has been recently
obtained and the phenotype of the double mutant is
only additive (E. Mellado et al., unpublished results).
This double mutant is still viable suggesting an alternate
regulation of the various remaining CHSs. Expression
studies are presently underway to understand the
additive, redundant or synergistic roles of the various

CHSs of this multigene family in chitin deposition in A.
fumigatus.

p(1-3) glucan synthesis

B(1-3) glucans of A. fumigatus are synthesized by a
plasma membrane-bound glucan synthase complex,
which uses UDP-glucose as a substrate and extrudes
B(1-3) glucan chains through the membrane into the
periplasmic space (see article by Douglas, this issue)
[24,25]. A gene homologous to the FKS genes of S.
cerevisiae, which encodes the putative catalytic subunit
of B(1-3) glucan synthase, has been identified in A.
fumigatus. The FKSI ORF of A. fumigatus is 6-5 kb long
with two introns at the C- and N-termini and is almost
identical to the A. nidulans FKS gene (90% amino acid
identity and conservation of the intron positions). It is an
integral membrane protein with 16 transmembrane
domains (Fig. 4). In contrast to yeast, only one FKS
gene has been found in A. fumigatus and this gene is
essential. As in yeast, 3(1-3) glucan synthase is regulated
by the Rho GTPases, and four members of this family
have been cloned and sequenced: RHOI of A. fumigatus
is 949 bp long with four introns and codes for a 21-5-kDa
protein highly homologous to RHOI of S. pombe and S.
cerevisiae [25].

o(1-3) glucan synthesis

Two genes AGS 1/AGS 2 involved in «(1-3) glucan
synthesis have been identified. AGS! and AGS2 are
around 6 kb long and are characterized by two putative
hydrolase and synthase domains separated by a single
transmembrane fragment (Fig. 4). Their sequences are
highly homologous to the S. pombe o(1-3) glucan
synthase genes. AAGSI! and AAGS2 mutants show a
slight reduction in growth rate and a reduction in the
concentration of the a(1-3) glucan of the alkali-soluble
fraction of the fungal cell wall (A. Beauvais et al,
unpublished results).

Galactomannan synthesis

The biosynthesis of galactomannan of A. fumigatus has
not been investigated in detail. Homologs of the yeast
MNN9 and VANI that could be responsible for the
elongation of the mannan chain have been identified
recently in our laboratory (J. Sarfati et al., unpublished
results). Glycosyl transferases responsible for the synth-
esis of the galactofuran side chains and transfer to the
mannan chain are as yet unknown.

Polysaccharide remodeling enzymes

Native B(1-3) glucan chains produced by the B(1-3)
glucan synthase complex are disorganized and remain
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cell wall
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cytoplasm
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Fig.4 Topology prediction of membrane enzymes involved in the biosynthesis of the polysaccharides of the cell wall of A. fumigatus (based
on Top Pred 2 analysis with the following options: length of full window, 21; length of core window, 11; upper cutoff, 10 and lower cut off, 06;
basic pl calculated with EMBOSS/iep suggests a cytosolic location). AGS, a(1-3) glucan synthase; FKS, 3(1-3) glucan synthase; CHS, chitin

synthase; GEL, (1-3) glucanosyl transferases.

alkali-soluble until covalent linkages occur between B(1-
3) glucans and other cell wall components (Fig. 2). Such
transglycosylation reactions presumably occur in the
periplasmic space of the A. fumigatus cell wall. Trans-
glycosidases responsible for the linkage between glucans
and other polysaccharides, which play a role in the
reticulation and stabilization of the cell wall skeleton, are
now under investigation in our laboratory.

Transferases

A novel B(1-3) glucanosyltransferase isolated from the
cell wall of A. fumigatus has been characterized recently
[26,27]. This enzyme internally splits a B(1-3) glucan
molecule and transfers the newly generated reducing end
to the nonreducing end of another B(1-3) glucan
molecule. The generation of a new B(1-3) linkage
between the acceptor and donor molecules results in
the elongation of B(1-3) glucan chains. The predicted
amino acid sequence of GELI, encoding this enzymatic
activity, is homologous to several yeast protein gene
families (GAS in Saccharomyces cerevisiae, PHR in
Candida albicans, CGG in C. glabrata and EPD in
C. maltosa) that are required for correct morphogenesis
in yeast. The biochemical assays performed on purified
recombinant Gaslp of S. cerevisiae, Phrlp and Phr2p of
C. albicans and complementation experiments have
shown now that these yeast proteins have a B(1-3)
glucanosyltransferase activity similar to that of Gelp.
Gellp is a glycosylated protein attached to the mem-
brane via a glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor
(Fig. 4), similarly to the homologous yeast proteins.
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Mutations in GEL, PHR and EPD all result in alteration
of polar hyphal growth.

Another glucanosyltransferase (Bgtlp) homologous to
the S. cerevisiae and C. albicans Bgl2p has been found in
A. fumigatus [28]. This enzyme cleaves laminaribiose
from the reducing end of linear B(1-3) glucans and
transforms the remaining glucan to another B(1-3)
glucan acceptor with a B(1-6) linkage. As in yeast, null
mutants of A. fumigatus Bgtl do not display a phenotype
different of the wild-type parental strain. Since the gene
is present as a single copy in the genome, the absence of
phenotype for the null mutant suggests that this enzyme
does not play a major role in cell wall morphogenesis and
in particular in cross-linking of cell wall polysaccharides,
a result expected since this enzyme requires a free
reducing end for activity. It also indicates that not all
glucanosyltransferases associated to the cell wall have an
obligatory role in cell wall biosynthesis.

Hydrolases

B(1-3) glucanases and chitinases that may play roles in
morphogenetic events such as germination and branch-
ing, which require plasticization and cell wall expansion,
have not been investigated in detail in A. fumigatus.

In A. nidulans there are at least 12 chitinase genes and
therefore the chitinase gene family in A. fumigatus is also
likely to be expansive. Cell wall-associated and secreted
chitinases have been detected in A. fumigatus [29]. Much
of the cellular chitinase activity does not bind to conA
and is heat sensitive. In contrast, secreted chitinases are
heat stable, bind to conA and are among the most
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immunologically reactive components of the cell as
judged by their binding to antibodies from sera of
patients suffering from aspergillosis. Most chitinases
detected have an acidic pl between 3.3 and 4.5.
However, with the exception of a 45-kDa polypeptide,
no chitinase has been purified, or identified by its
molecular weight. Two chitinases have been cloned in
A. fumigatus (D. Adams, personal communication) but
disruption of chitinase genes has not yet been reported.

An endo-B(1-3) glucanase (ENGL1p) and 3 exo-B(1-
3) glucanases are associated with the cell wall of A.
fumigatus and have been purified and biochemically
characterized [30,31]. Molecular studies in A. fumigatus
were centered exclusively on the endoglucanase
ENGLI. This was likely to be an important enzyme
because it is located in the cell wall and because of its
mode of action (endosplitting activity efficient on
complex polysaccharide structure). This suggests that
this enzyme could play a role in hydrolyzing existing cell
wall structures, allowing hyphal branching as well as
germ tube emergence or the formation of the numerous
free reducing and nonreducing ends necessary for the
activity of B(1-3) glucanosyltransferase. Expression
studies have shown that ENGLI is expressed constitu-
tively at all growth stages independently of the presence
of an insoluble and soluble B(1-3) glucan substrate in the
culture medium. However, the lack of phenotype for the
null ENGLI! mutant and the absence of ENGLI
homolog suggests that this endo-B(1-3) glucanase
activity does not play a major morphogenetic role in A.
fumigatus.

Enzymes involved in the biosynthesis of melanin

Melanin biosynthesis has been the focus of several
studies in the last few years [12,13,32]. A. fumigatus
synthesizes its pigment via the dihydroxynaphthalene
(DHN)-melanin pathway. Molecular studies have iden-
tified six genes involved in the DHN-melanin biosyn-
thetic pathway. The six genes form a cluster spanning the
19-kb region of a single chromosome and are all
regulated developmentally and expressed during con-
idiation. ALBI (= PKSP) encodes a putative protein of
234 kDa, which exhibits a high degree of similarity with
a polyketide synthase and is homologous to WA of A.
nidulans. The product of ALBI has not yet been
identified. ARPI and ARP2 encode a scytalone dehy-
dratase and a 1,3,6,8 THN reductase respectively. ABR/
share sequence homologies with multicopper oxidases
while ABR2 had 65% similarities to a laccase encoded by
YA of A. nidulans. The function of the sixth gene AYGI
remains unknown.

Mutation in the A. fumigatus melanin pathway

induced a modification or reorganization of the cell wall,
since white conidia have a smooth surface whereas wild-
type conidia showed a distinct ornamentation on their
surface. The chemical modifications associated to the
change in surface ornamentation remain unknown.

Conclusion and prospective

This review of the cell wall structure and associated
enzymes has shown how little we know about the
cellular, biochemical and genetic mechanisms controlling
cell wall synthesis in A. fumigatus.

The understanding of the enzymatic function of all
synthases remain poorly understood since the lack of
purified or recombinant proteins prevents the character-
ization of their biochemical activities and the analysis of
their direct interactions with other members of these
multiprotein synthase complexes. Elaboration of N-
mannans is totally unexplored in moulds. Analysis of
this biosynthetic pathway will be vital to understand the
biosynthesis of the galactomannan that is both an
essential component of the cell wall and a major antigen
in A. fumigatus. The enzymatic activities responsible for
the branching of 3(1-3) glucans or the linkage chitin-
B(1-3) glucan, have not yet been identified but should be
investigated because they are active in the periplasmic
space and involved in essential key biosynthetic steps. As
such, they represent ideal targets (essential, accessible)
for drug development. The first transglycosidase activity,
which plays an active role in cell wall synthesis and
fungal morphogenesis, has been identified in our
laboratory. These proteins of the Gel family are
anchored to the plasma membrane via a GPI. Two-
dimensional electrophoretic studies have identified five
GPI-protein families common to yeast and moulds that
include Gelp [34 Q3; Mouyna et al., unpublished results).
These results suggest that the four other protein families
may play, like Gelps, a significant role during cell wall
biosynthesis. These are now being investigated bio-
chemically with the hope of finding new wall-remodeling
GPI-anchored membrane proteins. Comparative bio-
chemistry and genomics, due to the ongoing A. fumigatus
genome sequencing project, will allow the identification
of cell wall biosynthetic pathway genes that are either
species-specific or common to both yeast and mould.

Although progress has been made in the area, the
analysis of chemical linkages between components of the
cell wall remains incomplete: (i) anchoring of the bulk
galactomannan proteins to the cell wall remains un-
solved; (ii) the relationship between melanin and the
other polysaccharides of the conidial cell wall has not
been investigated; (iii) the relationship between the a(1-
3) glucan and the other cell wall polysaccharides is
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totally unknown. Such studies may reveal the role of
noncovalent linkages in the organization of the cell wall
and bring new insights in the understanding of the
chemical nature of the association between alkali-soluble
and alkali-insoluble polysaccharide fractions of the cell
wall.

The cell wall of A. fumigatus plays an essential role in
the pathobiology of this fungal species. This role is linked
directly to morphogenetic changes associated with the
life cycle of this fungus. In A. fumigatus, the conidial cell
wall seems to be involved mainly in protection against
phagocyte attack whereas the mycelial cell wall may
function more as a permeability barrier allowing for the
release of hydrolases in the external medium at the
vicinity of the mycelial apex, helping the mycelium to
invade the lung parenchyma and associated hydrolases.
Influx and efflux of molecules through the A. fumigatus
cell wall (including antifungals) is totally unknown.
Research on the physico-structural organization of the
cell wall, totally lacking to date, should show great
promise in the understanding of the cell wall perme-
ability to antifungal agents and other molecules.
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2 PROJET DE THESE

A partir des données de la littérature, un schéma de 1’organisation des protéines dans
la paroi de S. cerevisiaze a pu étre ¢laboré sur la base des différentes interactions ou
associations covalentes existant entre les protéines et les polysaccharides de la paroi (Figure
19). Cette organisation est trés figée mais est décrite comme essentielle a I’intégrité de la
paroi. Un schéma identique existerait pour la paroi de C. albicans (Klis et al., 2002). La
question posée au début de ma theése était la suivante : le modele élaboré chez la levure peut-il
étre appliqué aux champignons filamenteux et en particulier a 4. fumigatus ? En effet, S.
cerevisiae et C. albicans ont une paroi relativement similaire en ce qui concerne leur
composition en polysaccharides et protéines pariétales. Nous avons vu, dans I’introduction,
que la paroi de A. fumigatus a une composition en polysaccharides présentant des différences
significatives avec celle de la levure. En outre, les protéines pariétales de 4. fumigatus n’ont
jamais été étudiées. Il est donc intéressant de caractériser I’organisation des protéines dans la
paroi et de voir si des interactions similaires a celles décrites chez la levure existent chez ce
champignon filamenteux. Dans le cas ou certaines protéines pariétales communes aux levures
et aux champignons filamenteux se révéleraient esssentielles a I’intégrité pariétale, elles

deviendraient de facto des cibles potentielles pour la découverte de nouveaux antifongiques.

L’objectif de ma theése a donc été essentiellement centré sur la caractérisation des
protéines de la paroi du champignon 4. fumigatus. Ainsi, au cours de notre étude, nous avons
analysé les protéines associ€es aux polysaccharides de la paroi de 4. fumigatus et les liaisons
responsables de cette association. C’est ce qui sera présenté dans la premiére partie des
résultats. Lors de 1’étude des protéines liées au galactomannane, composant essentiel de la
paroi, nous avons identifi¢ un mode de glycosylation unique chez A. fumigatus mettant en jeu
des résidus galactofuranose. Les protéines portant des N-glycanes avec galactofuranose seront
discutées dans la deuxiéme partie de ma thése. Une analyse de génomique comparative
associée a une analyse protéomique présentée dans la troisiéme partie des résultats et a
laquelle j’ai participé a confirmé le role des protéines ancrées GPI dans la biosynthese de la
paroi. De plus, un double mutant glucanosyltransférase construit au laboratoire par I. Mouyna
montre une croissance mycélienne réduite. Il est alors apparu intéressant d’entreprendre une
caratérisation de la morphogenése de A. fumigatus afin d’analyser les modifications

cellulaires résultant de ces mutations. Cette étude a également été effectuée de maniére

82



comparative avec un double mutant chitine synthase qui est le seul autre mutant »paroi »
présentant un phénotype de croissance. Ces ¢études ont €t€ conduites en essayant d’intégrer la
localisation respective des protéines et des polysaccharides de la paroi lors des différentes
phases de croissance caractéristiques de ce champignon. Elles constituent la derniére partie

des résultats.
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In the filamentous fungus Aspergillus fumigatus, the vast majority of the cell-
wall-associated proteins are secreted proteins that are in transit in the cell
wall. These proteins can be solubilized by detergents and reducing agents.
Incubation of a SDS/f-mercaptoethanol-treated cell-wall extract with various
recombinant enzymes that hydrolyse cell-wall polysaccharides resulted in the
release of a unique protein in minute amounts only after incubation of the cell
wall in the presence of 1,3-f-glucanase. Sequence analysis and biochemical
studies showed that this glycoprotein, with an apparent molecular mass of

80 kDa, was an acid phosphatase (PhoAp) that was active on both phosphate

monoesters and phosphate diesters. PhoAp is a glycosylphosphatidylinositol-
anchored protein that was recovered in the culture filtrate and cell-wall
fraction of A. fumigatus after cleavage of its anchor. It is also a phosphate-
repressible acid phosphatase. The absence of PhoAp from a phosphate-rich
medium was not associated with a reduction in fungal growth, indicating that
this cell-wall-associated protein does not play a role in the morphogenesis of

A. fumigatus.

Keywords: GPI protein, 1,3-f-glucan

INTRODUCTION

The vast majority of proteins associated with the fungal
cell wall are secreted proteins that are transiently found
in the cell wall before they are secreted into the
extracellular environment (Klis, 1994). Most of these
proteins have enzymic functions required for the fungus
to grow in different natural environments. Recent
studies have also suggested that in yeast several proteins
are covalently linked to the cell-wall 1,3-g-glucans
(Kapteyn et al., 1999). Some of these proteins (i.e. the Pir
proteins) are released from the cell wall by -elimination
and are supposed to be O-linked directly to 1,3-p-glucan
(Mrsa et al., 1997 ; Kandasamy et al., 2000). Other 1,3-
p-glucan-linked proteins are released from the cell wall
by glucanase treatment and are also sensitive to hydro-
fluoric acid treatment. Initially, these proteins are

1Present address: Biodex, Saint Amand les Eaux, France.
Abbreviations: AfPhoAp, acid phosphatase of A. fumigatus; GPI, glycosyl-
phosphatidylinositol; P, inorganic phosphate; PNGase, peptide-N-
glycosidase.

The GenBank accession number for the A. fumigatus PHOA sequence
reported in this paper is AF462065.

anchored by glycosylphosphatidylinositol (GPI) to the
plasma membrane and are linked to 1,3-g-glucan via 1,6-
B-glucan through GPI remnants (van der Vaart et al.,
1995; Kapteyn et al., 1995, 1996; Fujii et al., 1999).
Anchoring of these proteins to the cell-wall polysac-
charides is functionally important, since it ensures their
localization at the surface of the cell wall. In most cases,
even in an extended configuration, a cell surface location
will never be achieved if these proteins remain bound to
the plasma membrane by their GPI anchor (Stratford,
1994). The cell-wall-associated protein that has been
studied most is the sexual agglutinin (AGal) that is
required for sexual conjugation in Saccharomyces cere-
visiae (Lipke et al., 1989; Lu et al., 1994). Other cell-
wall-associated proteins are thought to be involved in
fungal cell wall-host cell interactions, e.g. the agglu-
tinin-like sequences (Als proteins) of Candida albicans
(Hoyer et al., 1999; Kapteyn et al., 2000). It has been
suggested repeatedly that at least some cell-wall-associ-
ated proteins play a role in cell-wall organization, but
mutants lacking these proteins are perfectly viable and
are unaffected in their vegetative growth (van der Vaart
et al., 1995). As the studies described above have been
performed in yeast and because cell-wall-associated
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proteins have not been carefully investigated in filamen-
tous fungi (Schoffelmeer et al., 2001; Cao et al., 1998),
we have characterized an acid phosphatase (PhoAp) that
is the only protein released upon treatment of the cell
wall of the opportunistic fungal pathogen Aspergillus
fumigatus with glycosylhydrolases.

METHODS

Preparation of the mycelium and cell wall. A. fumigatus CBS
144-89 was grown in a 151 fermenter in liquid medium
containing 2% glucose and 1% mycopeptone (Biokar) as
described previously (Latgé et al., 1994). After 24 h of culture
(within the exponential growth phase), the mycelium was
collected by filtration and washed extensively with water. The
mycelium was then resuspended in a 200 mM Tris/HCI
(pH 7-8) buffer containing 20 mM EDTA and 1 mM PMSF.
One-millimetre-diameter glass beads were added to the sus-
pension and the mycelium was disrupted by using a Dyno-mill
cell homogenizer at 4 °C. The disrupted mycelial suspension
was centrifuged at 5500 r.p.m. for 10 min. The cell-wall
pellet was recovered, washed five times in the buffer described
above and then stored at —20 °C.

Protein isolation from culture medium. Proteins were precipi-
tated from the culture filtrates by the addition of 4 vols of
ethanol to the medium, and the culture filtrates were left
overnight at 4 °C. The pellet was then recovered by centri-
fugation and resuspended in 50 mM Tris/HCl (pH 7-5)
containing 20 mM EDTA.

Protein extraction from the cell wall. Non-covalently bound
proteins were removed from the cell-wall pellet by boiling 1 g
of wet cell walls (150 mg dry weight) in 10 ml of a 50 mM
Tris/HCI (pH 7-4) buffer containing 50 mM EDTA, 2% SDS
and 40 mM pB-mercaptoethanol for 10 min. The extracted cell
wall was recovered by centrifugation. This procedure was
repeated four times. The four successive SDS/p-mercapto-
ethanol supernatants were stored separately at 4 °C for fur-
ther analysis. The residual cell-wall pellet was washed five
times with deionized water and then freeze-dried.

The SDS/p-mercaptoethanol-extracted cell-wall sample was
subjected to various glycosylhydrolase treatments: (i) 100 mg
of lyophilized cell wall was resuspended in 3 ml of 50 mM
Tris/HCI (pH 7-4) buffer containing 5 mM sodium azide and
500 U of Quantazyme (recombinant endo-1,3-f-glucanase;
Quantum Biogene) and incubated for 16 h at 37 °C; (ii)
100 mg of dry cell wall was treated with 0-06 U of recombinant
chitinase A from Serratia marcescens produced in Escherichia
coli and purified as previously described (Vorgias et al., 1993)
for 3 days at 37 °C in a 50 mM Tris/HCI (pH 8:0) buffer
containing 1 mM EDTA and 5 mM sodium azide; (iii) 100 mg
of dry cell wall was treated with 8 mg (16 Umg™) of
recombinant 1,3-a-glucanase from Trichoderma harzianum
produced in Aspergillus oryzae (Fuglsang et al., 2000) for 16 h
at37 °Cin a 50 mM sodium acetate (pH 5-6) buffer containing
5 mM sodium azide; and (iv) 100 mg of dry cell wall was
resuspended in 50 mM sodium acetate (pH 5:0) buffer and
digested with 54 U of 1,6-p-glucanase (Glyko) for 16 h at
37 °C. For each of the glycosylhydrolase treatments, enzymic
hydrolysis was stopped by boiling the samples for 10 min in
the extraction buffer. Solubilized proteins were recovered in
the supernatant after centrifugation at 4000 r.p.m. for 10 min.
The SDS/p-mercaptoethanol-extracted cell-wall sample was
also treated with ice-cold hydrofluoric acid (50 %, v/v) on ice
for 3 days in a cold room at 4 °C (Ferguson, 1992). The
hydrofluoric acid was then removed from the sample by

centrifugation. The pellet was washed seven times with
methanol, dried under N, after each wash and then extracted
with SDS/g-mercaptoethanol.

Protein extraction from intact mycelium. The mycelium was
incubated in a 50 mM Tris/HCI (pH 7-5) buffer containing
50 mM DTT, 2 mM EDTA and 1 mM PMSF for 2 h at 4 °C,
with shaking. Intact mycelium was also incubated in the same
buffer with 1 pg trypsin (Sigma) (mg mycelium)™ for 2 h at
25 °C. Solubilized proteins were separated from the mycelium
by filtration and stored at —20 °C.

Protein analysis. Solubilized material was precipitated with 4
vols ethanol, lyophilysed and boiled in Laemmli buffer
(Laemmli, 1970), before undergoing electrophoresis on a 10 %
polyacrylamide separating gel or a pre-packed 4-12% poly-
acrylamide gel (NuPAGE Bistris gel from Novex). Proteins
were visualized by Coomassie blue or silver nitrate staining.
Preliminary assays have shown that no difference was seen
between SDS-PAGE patterns of a soluble extract precipitated
by ethanol or concentrated under vacuum and dialysed. To
estimate the amount of protein released by the different
treatments, soluble material was precipitated with 4 vols of
ethanol, dried under vaccum and resuspended in water. The
protein concentration was quantified using the Bio-Rad
Protein Assay with BSA as a standard either directly or after
subtraction of the amount of protein corresponding to the
different glycosylhydrolases (when added).

For Western-blot analysis, proteins were blotted onto a
nitrocellulose membrane. The membrane was blocked with
5% defatted milk powder (Regilait) in TBS containing 0-05 %
Tween 20 and S mM EDTA and incubated with an anti-1,3-4-
glucan (Australia Biosupplies) mouse mAb, an anti-cross-
reactive-determinant rabbit polyclonal antibody (Oxford Gly-
cosystem) or rabbit antisera against catalase, dipeptidyl
peptidase V, RNase and acid phosphatase. Immunolabelling
was visualized using the ECL Chemioluminescence Detection
Kit, following the manufacturer’s instructions (Amersham
Pharmacia Biotech).

The anti-1,3-p-glucan, a mouse mAb, was diluted to 1/10000
in TBS containing 0-05% Tween 20, 5 mM EDTA and 5%
milk. Anti-phoA is a polyclonal antibody that was raised by
Eurogentec (Herstal, Belgium) in rabbits against two internal
peptides of PhoAp (TFDEDGTYSKSNKI and PDELKGTQD-
DTFYT) that were coupled to an m-maleimidobenzoyl N-
hydroxysuccinimide ester through a cysteine residue. It was
diluted to 1/1000. The anti-cross-reactive-determinant anti-
body was diluted to 1/100. The polyclonal rabbit antisera
were raised against purified 18 kDa RNase (Latgé et al., 1991)
and the purified recombinant catalase and dipeptidyl peptidase
V proteins produced in Pichia pastoris (Calera et al., 1997;
Beauvais et al., 1997). For immunization, 250 pg of protein
was injected intradermally into the rabbits in Freund’s
complete adjuvant. The animals were boosted (1-3 times) at 2-
week intervals with the same amount of protein in Freund’s
incomplete adjuvant.

Sequencing. After in-gel digestion of the proteins that had
been separated by gel electrophoresis (see above) with
endolysin C, internal peptide sequencing was performed by J.
d’Alayer (Laboratoire de microséquengage des protéines,
Institut Pasteur, Paris) on an Applied Biosystems 470 gas-
phase sequencer, as described previously (Beauvais et al.,
1997).

The position of the A. fumigatus PHOA (AfPHOA) introns
was determined after amplification of a cDNA clone obtained
from a cDNA library of A. fumigatus (kindly provided by Dr
Monod) by PCR, using primers deduced from the genomic
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DNA sequence of clone 719 (cl719). The forward primer P1
(5-ATGAAGCCTTCCGTCGCG-3) complementary to nu-
cleotides 459476 of the genomic DNA of cl719 and the
reverse primer P1 (5"-AAGCAGGTTTAGAGCGAG-3') com-
plementary to nucleotides 1895-1912 of the genomic DNA of
cl719 were used in the amplification, as described by Mouyna
et al. (2002). Homologues of PhoAp were searched for in the
SWISS-PROT databases (Worley et al., 1995). The nucleotide
sequence of AfPHOA reported in this paper has been deposited
in GenBank under accession no. AF462065.

Glycopeptidase (PNGase) treatment. Deglycosylation of the
protein samples was carried out using a recombinant PNGase
F (Roche). After protein denaturation by boiling in 1% SDS
for 20 min, the samples were adjusted to 0-8% n-octyl
glucoside, 0'1% SDS and 100 mM p-mercaptoethanol and
incubated overnight at 37 °C with PNGase F (5 U per 100 ul of
trypsin extract or Quantazyme extract containing 1-2 pg
protein). Digestion was terminated by precipitating the
proteins with 4 vols of ethanol.

Enzyme assays. Acid phosphatase activity in the samples was
measured by using p-nitrophenyl phosphate (Sigma) as a
substrate. The reaction mixture contained (in a total of 100 pl)
5 mM substrate, 50 mM sodium acetate buffer (pH 6:0) and
2 ul of the acid phosphatase solution containing 10-20 ng
protein. Incubation was performed at 37 °C for 30 min. The
reaction was stopped by the addition of 100 ul of 1 M NaOH
to the sample; for each sample, the amount of p-nitrophenol
released by the monoesterase activity was determined by
measuring the absorbance value at 414 nm.

Phosphodiesterase activity within the samples was measured
by using 5 mM bis-(p-nitrophenyl) phosphate sodium salt
(Sigma) (O’Brien et al., 2001) or 5 mM thymidine 5’-mono-
phosphate p-nitrophenyl ester sodium salt (Sigma) as a
substrate (Gijsbers et al., 2001). The protocol was the same as
that described above, except that the reactions were stopped
by the addition of 100 pl of 5% Na,CO, to the samples.

The release of inorganic phosphate (P,) from glucose 1-
phosphate, glucose 6-phosphate, fructose 6-phosphate, fruc-
tose 1,6-diphosphate, ATP, UMP and UDP by the proteins
within the samples was assayed as described for p-nitrophenyl
phosphate in a 50 mM sodium acetate (pH 6:0) buffer con-
taining 5 mM substrate. Released P, was measured by the
method of Ames (1966).

Compounds tested as inhibitors (EDTA, MgCl,, CaCl,,
ZnCl,, HgCl,, NaF, sodium molybdate, sodium orthovana-
date, ammonium tartrate and DTT) of the proteins within the
samples were used at a concentration of 10 mM. SDS was also
tested as an inhibitor of protein activity (1% and 0-1%, w/v).
HPLC purification. The trypsin extract of the mycelium was
analysed by gel filtration to isolate PhoAp. Gel filtration
chromatography was performed on a Superdex 75 HR 10/30
column (Pharmacia) in 50 mM Tris/HCI (pH 75) containing
120 mM NaCl at a flow rate of 0-5 ml min™.

RESULTS

Extraction of an 80 kDa polypeptide from the cell
wall of A. fumigatus by treatment with 1,3-4-
glucanase

Treatment of the cell wall of A. fumigatus with 2% SDS
and 40 mM p-mercaptoethanol released non-covalently
associated proteins (Fig. 1). The first SDS/f-mercapto-
ethanol treatment released about 3 % of the cell-wall dry
weight. Protein release from the cell-wall sample de-

Fig. 1. Analysis of proteins released from A. fumigatus by
SDS/f-mercaptoethanol treatment and separated on a 10%
polyacrylamide gel. Each lane was loaded with the amount of
protein extracted from 0-7 mg of dry cell wall. Lanes: 1, pro-
teins stained with Coomassie blue; 2, protein immunoblotted
with anti-catalase; 3, protein immunoblotted with anti-
dipeptidyl peptidase; 4, protein immunoblotted with anti-RNase.

creased continuously following successive SDS/S-mer-
captoethanol treatments. By the fourth treatment, some
soluble proteins were still released from the cell wall,
but they were not detectable by Coomassie blue staining
(data not shown). The total amount of protein released
from the cell-wall sample of A. fumigatus by the four
successive SDS/p-mercaptoethanol treatments account-
ed for a maximum of 3-5% of the cell wall (by dry
weight). Western blots with antisera directed against
three secreted proteins (namely 90 kDa catalase, 88 kDa
dipeptidyl peptidase and 18 kDa RNase) showed three
bands which corresponded to the molecular masses of
these proteins (Fig. 1). These results showed that among
the proteins extracted from the cell wall of A. fumigatus
by SDS/B-mercaptoethanol treatments there are secreted
proteins that are transiently associated with the cell
wall.

The SDS/p-mercaptoethanol-extracted cell-wall sample
was enzymically hydrolysed by treatment with a 1,3-4-
glucanase, a chitinase, a 1,3-a-glucanase or a 1,6-5-
glucanase. Treatments with the chitinase, 1,3-a-gluca-
nase or 1,6-f-glucanase did not release any specific
proteins (Fig. 2). Unexpectedly, proteins were released
during incubation of the cell-wall extract in the buffer
alone at 37 °C and no difference could be seen between
the pattern of the proteins released in the buffer alone
and the patterns generated after the addition of the
glycosylhydrolases to the buffer (Fig. 2). The only
differences in the banding patterns were due to the
added glycosylhydrolases themselves (bands highlighted
by solid circles in Fig. 2). In addition, the longer the
incubation time the higher the amount of proteins
released, when the cell-wall sample was incubated in
buffer alone and in the presence of the glucosylhydro-
lases. However, the protein patterns produced were
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generally similar with or without the addition of the
glycosylhydrolases. These results show that in spite of
several SDS/p-mercaptoethanol treatments, soluble pro-
teins still remain associated with the cell wall of A.
fumigatus. Western blots with antisera directed towards
the three secreted proteins (i.e. catalase, dipeptidyl
peptidase and RNase) confirmed that these proteins
were also present in the extracts from the cell wall
treated with the enzymes and buffer (data not shown).

A single diffuse band between 75 and 90 kDa was seen
when the SDS/p-mercaptoethanol-extracted cell-wall
pellet was digested with 1,3-f-glucanase (Fig. 2, lane 4a,
indicated by an arrow head). This band could be stained
by Coomassie blue but was barely seen with the silver
nitrate stain, and it represented less than 0-1% of the
cell-wall dry weight compared to the soluble proteins
which accounted for 34 % of the cell-wall dry weight.
The whole of this diffuse band was used for peptide
sequencing and only one protein was identified from the
band. Hence, the band was not contaminated by other
proteins.

An antibody directed against 1,3-f-glucan showed re-
activity between 75 and 90 kDa, when used for a
Western blot of the diffuse protein band (Fig. 3a). Thus,
the protein extractable by treatment of the cell wall with
1,3-p-glucanase seemed to be strongly associated with
the cell-wall 1,3-f-glucan. The wide band seen with
Coomassie blue staining was associated with the he-
terogeneity of the glucan hydrolysed by the 1,3-5-
glucanase Quantazyme. If the Quantazyme extract was
then processed using another recombinant 1,3-p-gluca-
nase (Zverlov et al., 1997), a single 80 kDa band was
seen (data not shown).

Deglycosylation of the Quantazyme extract with a
PNGase F was associated with a shift in the 1,3--glucan
immunolabelled band to 58 kDa (Fig. 3a), showing that
PhoAp is N-glycosylated but that glucan binding to
PhoAp is not associated with N-glycosylation.

Molecular characterization of the 80 kDa cell-wall-
associated protein

Amino-acid sequencing of the entire polypeptide band
produced by electrophoresis of the Quantazyme-treated
cell-wall sample showed that the band contained only
one protein. An internal amino-acid sequence was
obtained — IFSVLLGGAIPDELK. This polypeptide se-
quence was found in one clone, ¢cl719, in the TIGR
genomic database of A. fumigatus (http://www.tigt.
org/cgi-bin/BlastSearch). The ORF deduced from the
c¢DNA sequence of cl719 was 1341 nt long and had two
putative introns of 53 and 60 bp which started at
nucleotides 187 and 302, respectively. The positions of
the putative introns were confirmed by PCR amplifica-
tion. The ORF encoded a polypeptide of 447 aa residues
with a theoretical molecular mass of 53 kDa (Fig. 4).
Twelve potential N-glycosylation sites were located at
amino-acid residues 119, 150, 177, 186, 208, 217, 234,
240, 315, 332, 382 and 405 of the 447 aa polypeptide. The
high number of N-glycosylation sites was in agreement

1a b 2a 2b 3a 3b 4a 4b
kDa
94—
67—
43—
30—

Fig. 2. Cell-wall proteins released after enzymic treatment of
the A. fumigatus cell-wall extract. Proteins were separated on a
4-12% polyacrylamide gel and stained with Coomassie blue.
Each lane was loaded with the amount of protein extracted
from 7 mg of dry cell wall by treatment with 1,6-f-glucanase
(lane 1a), 1,3-a-glucanase (lane 2a), chitinase (lane 3a) or 1,3-5-
glucanase (lane 4a). Lanes 1b, 2b, 3b and 4b correspond to
the protein extract obtained from the cell-wall sample
incubated at 37°C without the hydrolase. @, Bands
corresponding to the recombinant hydrolases. Protein material
released by treatment of the sample with 1,3-f-glucanase is
shown by an arrow head.

kDa

94 —
67 —

43—

30—

(a) (b)

Fig. 3. Analysis of the cell-wall-associated protein released by
treatment of the sample with 1,3-f-glucanase. An aliquot
(100 pl) of the Quantazyme extract was treated with 10 U of
PNGase F (Roche) (lane 2) or was left untreated (lane 1). The
different extracts were analysed by Western blot either with an
anti-1,3-f-glucan antibody (a) or with an anti-phoA antibody
(b).

with the shift observed when the 1,3-f-glucanase-
extracted protein was treated with PNGase F. After
treatment with PNGase F the polypeptide migrated with
an apparent molecular mass of 58 kDa, which is in
accordance with its theoretical molecular mass of
53 kDa (Fig. 3). The hydropathy profile of the protein
showed the presence of a signal peptide at its amino
terminus. Using the (—3,—1) rule of Von Heijne (1986),
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Fig. 4. Comparison of the predicted amino-acid sequence of AfPhoAp with its closest relatives. Aniger, P34724 of A.
niger; Kmarxianus, JC7179 of K. marxianus; Kmarxianus2, P08540 of K. marxianus; Pchrysogenum, P37274 of P.
chrysogenum; Mtuberculosis, E70842 of M. tuberculosis. Identical residues are indicated by solid boxes; similar residues
are indicated by grey boxes. The amino hydrophobic terminus of AfPhoAp is indicated by (1). Its putative peptide
cleavage site is indicated by an arrow. The 12 potential N-glycosylation sites of AfPhoAp are each indicated by an
asterisk. The putative active site containing histidine and aspartic acid is indicated by §. The peptide that was sequenced

is indicated by (2).

the protein from A. fumigatus was predicted to have a
signal peptide cleavage site at residue 20, an alanine.
One hydrophobic domain at the carboxy terminus of the
A. fumigatus protein was associated with a serine/
threonine-rich region, a characteristic of GPI-anchored
proteins. Indeed, recent biochemical studies have shown
that this membrane protein can be labelled with an anti-
cross-reactive determinant, a characteristic of all GPI-
anchored proteins (Bruneau et al., 2001). Based on the
consensus predicted cleavage of the GPI anchor (Gerber
et al., 1992), the o, 0+ 1, o+ 2 site for GPI attachment
could be N, A5, Ay, (Fig. 4).

BLAST searches of the SWISS-PROT databases showed
that the acid phosphatase protein of A. fumigatus
(AfPhoAp) has significant identity with fungal acid
phosphatases (Fig. 4), namely acid phosphatase P34724
of Aspergillus niger (62 % identity; Ehrlich, 1994), acid
phosphatase P37274 of Penicillium chrysogenum (60 %
identity; Haas et al., 1991, 1992) and acid phosphatases
JC7179 and P08540 of Kluyveromyces marxianus (56
and 51% identity, respectively; Yoda et al., 2000).
AfPhoAp also showed a lower level of identity with
bacterial acid phosphatases, such as E70842 of Myco-
bacterium tuberculosis (Saleh & Belisle, 2000). The
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(a) (b)

Fig. 5. (a) Detection of PhoAp in different extracts. Western-
blot analysis was performed with the anti-phoA antibody. The
amount of sample loaded into each lane is indicated in
parentheses for each lane. Lanes: 1, culture filtrate (3-6 ml of
culture filtrate); 2, mycelium extract [incubation of 40 mg intact
wet mycelium (6 mg dry mycelium) in a Tris buffer at 4 °C for
4 h]; 3, Quantazyme extract (1-5mg dry cell wall); 4, SDS/f-
mercaptoethanol extract (1-5 mg dry cell wall). (b) Resistance of
PhoAp to trypsin. Analysis of a mycelium extract [see lane 2, (a)]
before (lane 1) or after trypsin treatment (lane 2). Proteins
were separated on a 10% SDS-polyacrylamide gel and stained
with Coomassie blue.

RHGXRXP motif typical of many phosphatase enzymes
(Van Etten et al., 1991) was not present in any of these
phosphatases, but histidine 214 and aspartic acid 215,
conserved in all of these proteins, could be part of the
catalytic active site (Ostanin et al., 1992).

Localization of AfPhoAp

Western-blot analysis using an anti-phoA serum showed
that PhoAp was secreted into the external medium by A.
fumigatus during active growth (Fig. 5a). Evidence for
this includes the following: (i) PhoAp was present in the
SDS/p-mercaptoethanol cell-wall extract; (ii) PhoAp
was readily released from the intact mycelium when it
was incubated at 4 °C in a Tris buffer in the presence or
absence of DTT; and (iii) PhoAp was found in the
culture filtrate of actively growing cultures. In its native
form, AfPhoAp was resistant to trypsin. When a total
culture filtrate or mycelial extract was treated with
trypsin, two bands, with apparent molecular masses of
75 and 60 kDa, were detected after SDS-PAGE (Fig. 5b).
The two polypeptides contained within these bands
reacted positively with the anti-phoA antibody. These
polypeptides were sequenced and were shown to be two
molecular species of PhoAp. The sequences of the major
peptides of the two polypeptides and of the PhoAp
released by 1,3-f-glucanase from the cell wall of A.
fumigatus were identical IFSVLLGGAIPDELK). These
forms of PhoAp released into the culture filtrate did not
react with the anti-1,3-p-glucan antibody. None of the
PhoAp species isolated from the cell wall or secreted into
the culture filtrate reacted with the anti-cross-reactive-

determinant antibody (data not shown), in contrast to
membrane-associated species released by an endogenous
phosphatidylinositol-specific phospholipase C (PI-PLC)
treatment (Bruneau et al., 2001), suggesting that extra-
cellular and cell-wall-associated forms of PhoAp were
released from the membrane by proteolytic cleavage.

Analysis of the phosphatase activity of AfPhoAp

The acid phosphatase activity of AfPhoAp was analysed
by using mycelial extracts that had been treated with
trypsin, since the phosphatase activity due to AfPhoAp
was easy to recover from a complex mixture following a
trypsin digest.

AfPhoAp was active against both mono- and di-
phosphate esters, producing K,, values of 145 and
2:3 mM for p-nitrophenyl phosphate and bis-(p-nitro-
phenyl) phosphate sodium salt, respectively. These data
suggest that PhoAp had both a phosphomonoesterase
and a phosphodiesterase activity.

The enzyme was active from pH 3 to 7, with its optimum
activity occurring between pH 4 and 6. A slight dif-
ference in the optimum pH was observed for the two
substrates tested. AfPhoAp was most active at pH 5-5
when p-nitrophenyl phosphate was the substrate, where-
as it was most active at pH 5 when bis-(p-nitrophenyl)
phosphate sodium salt was the substrate. The tendency
of the optimum pH of AfPhoAp to change depending on
the substrate used was confirmed by testing the phos-
phodiesterase activity of AfPhoAp on thymidine 5'-
monophosphate p-nitrophenyl ester sodium salt, where
its activity was maximal at pH 4. AfPhoAp had no
significant activity above pH 7, confirming that it is an
acid phosphatase.

The phosphatase activity of AfPhoAp was not substrate-
dependent, since it was able to cleave a broad range of
phosphate esters, including glucose 1-phosphate, glu-
cose 6-phosphate, fructose 6-phosphate, fructose 1,6-
diphosphate, ATP, UMP, UDP and thymidine 5'-
monophosphate p-nitrophenyl.

AfPhoAp did not require metal ion cofactors and was
not inhibited by thiol reagents (such as DTT), SDS or
metal chelators at the concentrations tested. It was
partially inhibited by heavy metal ions such as Zn**
(68% inhibition) and Hg*" (56 % inhibition), totally
inhibited by 10 mM vanadate, and 60 and 85% inhi-
bited by 10 mM NaF and molybdate, respectively. It was
not inhibited by tartrate.

The secretion of PhoAp into the culture medium was
repressed when A. fumigatus was grown in the presence
of P,. As shown in Fig. 6, PhoAp was not produced when
the culture medium contained a concentration of P,
between 1 and 100 mM. In contrast, PhoAp was secreted
in high amounts at low P, concentrations (100 and
10 uM). No A. fumigatus growth was observed at P,
concentrations below 10 uM. These results indicate that
AfPhoAp is a phosphate-repressible acid phosphatase.
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Fig. 6. Repression of PhoAp activity by the presence of P; in the
culture medium. Mycelium was grown at 37 °C for 24 h in a
defined medium supplemented with various amounts of
phosphate (100 MM to 10 pM). Phosphatase activity was
measured in the culture filtrate and is expressed as umol p-
nitrophenol released (mg mycelium)~'. The gel image (inset)
shows the analysis of the different extracts by Western blotting
with the anti-phoA antibody.

DISCUSSION

The AfPhoAp described in this manuscript (PhoAp) has
several specific characteristics. (i) When in its native
form, PhoAp is resistant to trypsin. (ii) As with the acid
phosphatase from P. chrysogenum (Haas et al., 1991),
PhoAp is not inhibited by high concentrations of
tartrate, which is a competitive inhibitor of acid
phosphatases from animal sources. However, contrary
to the acid phosphatase from P. chrysogenum, PhoAp is
not inhibited by high concentration of SDS. (iii) PhoAp
is active on both mono- and di-phosphate esters.
Phosphatases that share both phosphatase and phospho-
diesterase activities have been described to date only in
bacteria (O’Brien et al., 2001). An acid phosphatase that
hydrolyses both phosphomonoesters and phospho-
diesters has been found in Penicillium funiculosum, but
this enzyme is only able to cleave aryl phosphates
(Yoshida et al., 1989). (iv) PhoAp is a GPI-anchored
protein. Most other known acid phosphatases are
secreted ; examples of these secreted acid phosphatases
are the Pho3p and PhoSp proteins of S. cerevisiae (Vogel
& Hinnen, 1990), as well as numerous Aspergillus spp.
phosphatases, including those from Aspergillus ficuum,
A. miger and Aspergillus nidulans (Ehrlich et al.,
1994; MacRae et al., 1988), and a phytase from A.
fumigatus (Wyss et al., 1999; Ullah et al., 2000;
Rodriguez et al., 2000). The only other GPI-anchored
phosphatase described is Pho610p from K. marxianus
(Yoda et al., 2000); this protein shares sequence simi-
larity with AfPhoAp and is released from the cell wall of
K. marxianus after its treatment with laminarinase.
AfPhoAp also has enzymic features that are common to
the fungal acid phosphatases described to date: (i) it has
an acid pH optimum; (ii) it is inhibited by NaF,
molybdate and vanadate; (iii) it is highly glycosylated;

and (iv) its synthesis is repressed by high concentrations
of P, (1 mM) in the extracellular medium. Phosphate-
repressed acid phosphatases have been described in S.
cerevisiae (Vogel & Hinnen, 1990), A. niger (MacRae et
al., 1988) and P. chrysogenum (Haas et al., 1991, 1992).
Phosphate is essential for the growth of all fungi
(Jennings, 1995), and A. fumigatus was unable to grow
ata P, concentration lower than 10 uM. PhoAp is part of
an enzymic arsenal that allows A. fumigatus to utilize P,
from its environmental medium. Other enzymes which
have a similar role in A. fumigatus include a phospho-
lipase C recently characterized in our laboratory (Bui-
trago, unpublished data) and a phytase (Wyss et al.,
1999; Ullah et al., 2000; Rodriguez et al., 2000).

The extraction protocols used to recover PhoAp from
the cell wall of A. fumigatus suggested that this protein
is strongly associated with the cell-wall 1,3-g-glucans.
This association could result from covalent linkages,
strong ionic interactions or lectin interactions. There are
several arguments that favour a covalent linkage be-
tween PhoAp and the 1,3-5-glucans. (i) Release of PhoAp
from the cell wall was seen after 1,3-p-glucanase
treatment. (ii) A band migrating with the apparent
molecular mass of PhoAp was also labelled by the anti-
1,3-p-glucan antibody; this labelling remained after
PNGase F treatment and was associated with a shift in
the molecular mass corresponding to the size of the N-
glycan removed by the PNGase F treatment. (iii) PhoAp
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