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 Les glycannes sont des oligo- ou polysaccharides qui peuvent être liés de manière 

covalente à une grande variété de molécules biologiques par un processus enzymatique 

appelé glycosylation. Parmi les quatre types de macromolécules essentielles à la vie 

(protéines, glucides (glycannes), lipides et acides nucléiques), les glycannes représentent la 

classe de molécules la moins étudiée par les chercheurs. Alors que la fonction énergétique 

des glycannes était bien connue, ce n’est que récemment que l’étude leurs rôles dans la 

modulation des activités biologiques a connu un véritable essor. Pourtant, les glycannes sont 

des composants ubiquistes présents essentiellement à la surface cellulaire où ils jouent divers 

rôles, dont l’établissement de barrières physiques protectrices contre l’environnement 

extérieur, la médiation des interactions cellule-cellule et cellule-matrice, ou encore la régulation 

de la signalisation intracellulaire et l’organisation des récepteurs membranaires [1]. 

 

 Les glyco-interactions entre l'hôte et le pathogène ont également un rôle crucial 

lorsqu’une infection se manifeste et leur étude permet d’explorer les relations hôte-pathogène 

des glycannes associés à l'hôte ou à un agent pathogène. Certains pathogènes sont capables 

de modifier ou dégrader par l’action de glycosidases et de glycosyltransférases non seulement 

les glycannes de l'hôte pour révéler des cibles de liaison mais également ceux de leur propre 

enveloppe cellulaire fin d’assurer leur survie [2]. En effet, ces interactions peuvent favoriser 

l’adhésion, l’invasion et l’évasion immunitaire ou encore servir de récepteurs aux toxines [3]. 

De ce fait, les métabolismes associés aux glycannes et principalement les enzymes 

impliquées constituent des cibles médicamenteuses attrayantes pour la prévention et le 

traitement des maladies infectieuses. Malgré ces attraits, les stratégies d’intervention sont 

complexes à cause notamment de la complexité et la diversité des structures glycanniques 

mais aussi de leur biosynthèse sans modèle prédéfini. Cependant, il n’y a pas que les glyco-

interactions qui impliquent les glycannes durant l’infection. Certains composants glycanniques 

de la paroi cellulaire du pathogène n’ont par exemple pas d’interactant connu mais ont tout de 

même leur importance dans le processus infectieux [4].     

  

 Pour toutes ces raisons, je me suis penché durant ma thèse de doctorat sur 

l’importance des glycannes dans les relations hôte-pathogène en me focalisant sur les 

glycannes pariétaux du pathogène. En effet, la paroi cellulaire est une cible attractive car elle 

est recouverte de structures distinctives accessibles en surface et liées à la pathogenèse [5]. 

Mon projet s’est particulièrement intéressé à deux pathogènes représentants de graves 

problèmes de santé publique pour l’Homme : Candida et Mycobacterium. Si ces deux genres 

n’ont à priori rien en commun (Candida étant un champignon et Mycobacterium une bactérie), 

les objectifs liés à ces derniers sont cependant très similaires dans le contexte présenté 

précédemment et notamment dans la recherche de nouveaux traitements en ciblant 
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spécifiquement les enzymes impliquées dans le métabolisme des glycannes pariétaux de ces 

pathogènes.  

 

Ce manuscrit va donc se diviser en deux grandes parties :   

 La première partie de mon travail traite du genre Candida dans le cadre des candidoses 

invasives (CI). Ce projet a débuté par l’élaboration d’un nouveau test de diagnostic basé sur 

l’analyse des glycannes circulant dans les sérums de patients infectés par Candida. Lors de 

ces investigations, nous avons observé la présence systématique d’un disaccharide dans les 

échantillons de patients candidémiques. Ce glycanne a ensuite été identifié comme étant le  

tréhalose, un composant clé dans la protection de la paroi de Candida, notamment en cas de 

stress. Des études ont alors été menées pour mieux comprendre les mécanismes de relargage 

de ce disaccharide. De façon intéressante, les enzymes impliquées dans la biosynthèse du 

tréhalose chez Candida sont décrites dans la littérature. L’absence de cette voie de 

biosynthèse chez l’homme et son importance sur la virulence et la pathogènèse de Candida, 

en font une cible thérapeutique intéressante. Le développement d’inhibiteurs spécifiques de 

ces enzymes pourrait ainsi conduire au développement d’un traitement spécifique des 

candidoses invasives.  

 La seconde partie de mon travail porte sur le genre Mycobacterium et plus 

particulièrement sur l’étude du polysaccharide majeur de sa paroi cellulaire : 

l’arabinogalactane (AG). Cette étude s’est concentrée sur la recherche d’enzymes impliquées 

dans le catabolisme de l’AG. Pour le moment, seule la biosynthèse de ce polysaccharide a été 

étudfiée en tant que cible de plusieurs antituberculeux largement utilisés comme par exemple 

l’éthambutol ou encore l’isoniazide. Pourtant, les mycobactéries sont également capables de 

modifier la structure de leur paroi pour s’adapter à leur environnement. En partant de ce 

constat, le but de ce travail a alors été de démontrer le mécanisme biologique du catabolisme 

et du remodelage de l’AG qui permettra par la suite d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques. En effet, dans un contexte d’apparition systématique de pharmacorésistance 

aux médicaments antituberculeux, le développement de nouveaux traitements reste un enjeu 

majeur de santé publique.  

 

 Toutefois, afin de répondre correctement à ces défis, la recherche fondamentale reste 

un pilier primordial de la recherche mondiale. Ce travail de thèse illustre d’une part, 

l’importance de l’étude des glycannes pour l’étude des maladies infectieuses mais également 

la nécessité d’exploiter la recherche fondamentale pour mieux comprendre et donc mieux 

combattre les pathogènes microbiens.   
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Avant-propos 

 

 Les espèces de Candida sont la principale cause d’infection fongique opportuniste 

dans le monde. Parmi ces espèces, C. albicans reste l’agent causal le plus courant même si 

son incidence diminue depuis une dizaine d’années alors que la fréquence des autres espèces 

est en augmentation.  

 Les premières candidoses ont été décrites il y a maintenant plus de 2000 ans. En effet, 

la candidose buccale est la première candidose à avoir été reconnue comme une entité 

clinique à l’époque de la Grèce antique. C’est d’ailleurs Hippocrate qui a décrit la candidose 

orale en association avec une grave maladie sous-jacente dans son traité Epidemics, qui a 

été publié au IVe siècle av. J-C [6]. La première recherche financée sur la candidose buccale 

a eu lieu bien plus tard, en 1786, lorsque la Société Royale de Médecine en France a demandé 

une enquête sur le muguet [7]. Ce terme muguet fait généralement référence à une infection 

à Candida albicans des muqueuses de la bouche (particulièrement des bébés), de la gorge 

ou du vagin. En 1839, Langenbeck décrivit l’organisme Candida albicans, qu’il a cultivé à partir 

de la muqueuse buccale d’un patient atteint de typhus. Malheureusement, il en a conclu que 

l’organisme était l’agent causant le typhus. Ce n’est que quelques années plus tard, en 1846, 

que Berg décrivit correctement la relation entre Candida albicans et le muguet [8].  

 

 La classification taxonomique de Candida albicans quant à elle est restée un sujet de 

grande discussion pendant plusieurs décennies en raison des différentes formes 

morphologiques de l’organisme. En 1887, il a été décrit que les deux formes morphologiques 

levure et hyphale provenaient en fait d’un seul et même organisme avec des formes différentes 

selon l’environnement de croissance. Il faudra cependant attendre jusqu’en 1923 pour que soit 

clarifié la taxonomie de l’organisme et qu’il soit séparé des espèces de Monilia, associées à la 

pourriture des fruits et des feuilles. C’est d’ailleurs à ce moment que le nom de Candida a été 

proposé et qui provient du latin toga candida, en référence à la robe blanche portée par les 

candidats au sénat romain. D’autres formes d’infections à Candida ont par la suite été décrites 

à la fin du XIXe et au début du XXe siècle, ainsi que leurs relations avec d’autres maladies 

systémiques sous-jacentes telles que le diabète. 

 

 Aujourd’hui, ces infections sont toujours bien présentes mais ce sont principalement 

les candidoses invasives (CI) qui sont au cœur des préoccupations en milieu hospitalier. La 

CI est une infection nosocomiale qui pose de plus en plus de problème dans le contexte de la 

santé moderne et elle est particulièrement répandue dans les unités de soins intensifs [9]. En 

effet, elle est le résultat indirect des énormes progrès technologiques qui ont été réalisés en 
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matière de santé au cours des dernières décennies. Parmi ces avancées, on peut notamment 

citer l’utilisation d’antimicrobiens à large spectre, la pose de cathéters veineux central, 

l’utilisation de l’hémodialyse aigüe en réanimation ou encore l’utilisation intensive d’agents 

immunosuppresseurs chroniques [10]. L’incidence mondiale des CI chez les patients a été 

estimé à 750 000 cas par an (de 2,1 à 21 cas pour 100 000 habitants selon les pays) ce qui 

fait de Candida le 4e microorganisme retrouvé dans les hémocultures prélevées dans un 

contexte nosocomial [11]. Dans une étude à grande échelle parue en 2009, Candida avait 

d’ailleurs été isolé dans 17% des cultures positives de patients infectés [12]. Au-delà de la 

prévalence, les CI sont associées à une morbidité et une mortalité considérable, comprise 

entre 40 et 60% [12]. Les CI ont donc un impact significatif pour les patients mais également 

sur l’économie de la santé [13]. 

 

 Dans ce contexte, un diagnostic rapide et précis de l’infection fongique invasive est 

crucial pour que des agents antifongiques appropriés puissent être administrés rapidement. 

Malheureusement, établir un diagnostic précoce n’est pas chose simple. L’examen 

microscopique par exemple est rapide et peut être utile mais un résultat négatif ne permet pas 

d’exclure l’infection [14]. L’hémoculture qui reste aujourd’hui le gold standard n’est quant à elle 

positive que dans environ 50% des cas de CI [15]. De plus, plusieurs jours sont généralement 

nécessaires avant que les données de sensibilité antifongique ne soient disponibles mais 

aussi pour la détermination de Candida au niveau de l’espèce [15].  

 Plus récemment, des tests diagnostiques non basés sur la culture ont donc été 

développés pour la détection dans le sang de biomarqueurs de la paroi cellulaire fongique 

dont les tests immunologiques et la détection d'ADN par PCR. Ces méthodes ont cependant 

également leurs limites en terme de sensibilité et/ou de spécificité et restent très coûteuses 

pour les hôpitaux [16], [17], [18].   

Le besoin de nouveaux tests est donc toujours d’actualité afin d’établir un diagnostic précoce 

aux CI tout en essayant d’en réduire les coûts associés. Ce pan de la thèse s’est ainsi focalisé 

sur les CI et plus particulièrement le développement d’un nouveau test permettant la détection 

de glycannes fongiques circulant dans le sérum de patients infectés. La compréhension des 

mécanismes liés à cette approche a également été étudiée afin de mieux appréhender la 

relation hôte-pathogène sous-jacente à la mise en place de cette nouvelle méthode. 
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Chapitre I : Etat des lieux de Candida et des candidoses 

invasives  

 
I) Généralités sur le genre Candida  

 Les Candida sont des champignons levuriformes polymorphes dont l’appareil végétatif 

peut se présenter sous des formes variées : blastopores ovales de 2 à 5 µm, filaments ou 

pseudofilaments et la multiplication s’effectue par bourgeonnement. 

Leur taxonomie linnéenne exacte est : règne des Fungi, phylum des Ascomycota, classe des 

Saccharomycetes, ordre des Saccharomycetales et genre Candida.  

Les champignons (ou mycètes) sont des organismes eucaryotes uni ou pluricellulaires. 

Contrairement aux végétaux, les champignons sont dépourvus de pigment assimilateur de 

type chlorophylle. Ils sont donc contraints à puiser leur énergie de sources de carbones 

extérieures (hétérotrophie). Le carbone est principalement tiré des glucides absorbés et sont 

stockés sous forme de glycogène. Pour ce faire, Candida va ainsi coloniser son hôte pour y 

vivre comme saprophyte commensal. 

 

 I.1) Phylogénie de Candida 

 Une des principales difficultés pour caractériser les espèces de Candida est qu’elles 

ne partagent aucune origine évolutive. Le terme ‘Candida’ a d’ailleurs été attribué aux 

champignons dits imparfaits, c’est-à-dire n’ayant pas de cycle sexuel clairement défini. 

Presque toutes les espèces de Candida appartiennent à un seul clade de Candida nommé 

CTG (Figure I.1). Ce clade est caractérisé par la traduction unique des codons CUG en sérine 

plutôt qu’en leucine [19]. Le clade CTG inclut la plupart des pathogènes les plus importants 

(C. albicans, C. tropicalis et C. parapsilosis) ainsi que d’autres causant plus rarement des 

maladies (C. dubliniensis, C. guilliermondii et C. lusitaniae). On y retrouve des espèces 

diploïdes et d’autres haploïdes qui occupent deux sous-groupes distincts (Figure I.1). 

Cependant, deux espèces pathogènes pour l’homme ne font pas partis de ce clade CTG : il 

s’agit de C. glabrata et C. krusei. C. glabrata est beaucoup plus étroitement apparenté à 

Saccharomyces cerevisiae qu'à C. albicans [20] et se place dans un autre clade WGD pour 

Whole Genome Duplication [21]. C. krusei quant à elle appartient au même clade WGD mais 

est moins bien étudié que les autres espèces de Candida, notamment en ce qui concerne la 

virulence. En effet, l'incidence de C. krusei dans l'infection est faible, mais cet organisme 

devient de plus en plus préoccupant en raison de sa résistance relative à de nombreux 

antifongiques [22]. Les levures comprises dans ce clade ont subi durant leur évolution une 

duplication complète de leur génome mais aussi une réduction de leur ploïdie [23].  
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 Cette phylogénie a pu être affinée grâce à une approche de séquençage dite MLST 

(MultiLocus Sequence Typing). Cette méthode implique la détermination de polymorphismes 

de séquence d’ADN entre des isolats avec un ensemble de fragments comportant de cinq à 

sept gènes. Les données obtenues sont hautement reproductibles, se prêtent à des analyses 

statistiques pour quantifier les similitudes et les relations génétiques putatives entre isolats et 

peuvent aussi être stockées dans une base de données centrale unique disponible à travers 

le monde. La technologie MLST a été appliquée à différentes espèces dont C. albicans [24], 

C. glabrata [25] et C. tropicalis [26]. En revanche, elle n'a pas pu être utilisée pour                          

C. parapsilosis en raison de la rareté des polymorphismes alléliques chez cette espèce. 

 

 

Figure I.1 : Phylogénie des différentes espèces de Candida et Saccharomyces regroupées en 

clades [23]. 

 

 I.2) La reproduction chez Candida 

 La reproduction sexuée chez les champignons est souvent régulée par des gènes 

codants pour un Mating-Type-Locus (MTL), comme par exemple le locus MAT de                                 

S. cerevisiae. Pendant très longtemps, la levure du genre Candida était considérée comme 

ayant une reproduction clonale asexuée, mais la découverte d’un locus MTL chez C. albicans 

a incité à réexaminer le potentiel de reproduction sexuée chez cette espèce [27]. Des études 

ultérieures ont révélé que les souches diploïdes MTLa et MTLα pouvaient effectivement être 
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amenées à s'accoupler et à former des tétraploïdes stables, soit en laboratoire, soit au cours 

de l'infection d'un hôte mammifère [28,29].  

 Malgré la découverte d’une reproduction chez C. albicans ‘asexuée’, la fréquence de 

la conjugaison cellule-cellule observée était extrêmement basse. Cette question a été résolue 

quand il a été découvert que la reproduction de C. albicans est en fait régulée par un 

mécanisme unique de commutation phénotypique. En effet, certains isolats de C. albicans ont 

la capacité de passer d’un état ‘blanc’ à un état ‘opaque’ [30] (Figure I.2). Les cellules blanches 

sont rondes et donnent naissance à des colonies brillantes en forme de dôme, tandis que les 

cellules opaques sont plus allongées et produisent des colonies plus sombres et plus plates. 

Il a également été remarqué que seules les souches a ou  (et non les souches a/) étaient 

capables de passer à la forme opaque [31]. De plus, il a été démontré que les cellules opaques 

s’accouplent un million de fois plus efficacement que les cellules blanches [31]. 

 

 La fin des cycles sexuels fongiques est généralement réalisée par la méiose, dans 

laquelle un cycle de réplication de l'ADN précède deux cycles de division de l'ADN. Dans le 

cas de C. albicans, de nombreux gènes méiotiques potentiels ont été découverts dans le 

génome séquencé, mais il n'existe aucune preuve expérimentale d'une méiose 

conventionnelle [32]. Il y aurait à la place un mécanisme parasexuel de perte de chromosomes 

qui pourrait venir compléter le cycle de reproduction. Une étude portant sur la culture de 

tétraploïdes de C. albicans sur des supports sélectifs a d’ailleurs provoqué une perte de 

chromosomes aléatoire, donnant ainsi lieu à des produits diploïdes (et aneuploïdes) [33]. Un 

sous-ensemble de cellules parasexuelles a été analysé et s'est avéré avoir subi une 

recombinaison interchromosomique, indiquant que le cycle parasexuel génère des formes 

recombinantes de l'espèce aux propriétés potentiellement nouvelles [34]. 
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Figure I.2 : Cycles de reproduction hétérothalliques et homothalliques de C. albicans. 

Dans les deux cycles de reproduction, les cellules doivent passer de l'état blanc à l'état opaque pour 

devenir aptes à la reproduction. La reproduction hétérothallique implique la fusion de cellules diploïdes 

a et α pour former une cellule tétraploïde blanche a/α. Dans certaines conditions, une reproduction 

homothallique peut avoir lieu entre deux cellules opaques a (ou deux cellules α) pour former une cellule 

tétraploïde opaque [35]. 

 

 Plus récemment, des études ont montré que C. albicans n’était pas capable 

uniquement d’une reproduction hétérothallique mais parfois aussi d’une reproduction 

homothallique (Figure I.2). Lors de la reproduction classique a/α chez la levure, les cellules a 

sécrètent la phéromone a, tandis que les cellules α sécrètent la phéromone α afin d’attirer les 

partenaires du sexe opposé. 

On sait cependant aujourd’hui que les cellules a de C. albicans sont aussi capables de sécréter 

à la fois des phéromones a et α. La phéromone α est alors normalement dégradée par la 

protéase Bar1p mais en l’absence de celle-ci, la phéromone α s’accumule ce qui conduit à 

l'induction de la reproduction spontanée chez des populations unisexuées de cellules a 

(opaques) [36]. Les produits de la reproduction du même sexe sont des cellules a-a 

tétraploïdes qui peuvent encore subir le cycle parasexuel de perte de chromosomes pour 

revenir à l'état diploïde [36]. 

 

 Tous ces mécanismes de reproduction laissent à penser que Candida a donc l’habilité 

de s’adapter à son environnement. Cette faculté à en effet déjà été étudiée et il en est ressorti 

qu’en plus de la reproduction, la commutation blanc/opaque (white/opaque - WO switch) 

influence l'expression de plusieurs gènes du métabolisme, détermine la manière dont les 
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cellules de C. albicans interagissent avec les cellules immunitaires de l'hôte et module 

également la virulence des souches au cours de l'infection de l'hôte [37].  D’autres études ont 

mises en avant la sensibilité du switch WO à de multiples stimuli externes. Les conditions 

favorisant le passage à l'opaque comprennent notamment la présence de                                         

N-acétylglucosamine ainsi que des taux élevés en CO2, qui sont des conditions que l’on 

retrouve dans le tube digestif [38], [39].  

 

 Il est important de noter que si la reproduction sexuée a été décrite jusqu’ici pour            

C. albicans, un locus MTL conservé est également présent dans la majorité des souches du 

clade CTG de Candida. Le remodelage des cycles de transcription sexuelle s'est produit à 

plusieurs reprises au cours de l'évolution du clade de Candida. Par exemple, malgré l’absence 

d’un facteur de transcription de MTL chez C. lusitaniae, cette espèce possède un cycle sexuel 

complet aboutissant à la méiose et à la sporulation [40]. Inversement, les espèces asexuées 

C. tropicalis et C. parapsilosis ne semblent pas subir de reproduction, mais contiennent 

pourtant la plupart des gènes nécessaires à la reproduction et à la méiose [23]. Cela souligne 

le fait que l'analyse de séquence à elle seule n'est pas suffisante pour déterminer si une 

espèce est capable de compléter un cycle sexuel (ou parasexuel). Il est fort probable que des 

cycles de reproduction restent à découvrir chez certaines espèces de Candida [35]. 

  

 Cette partie sur la reproduction a donc notamment permis de mettre en avant le 

caractère adaptatif de Candida à son hôte. Ainsi, de nombreuses espèces sont 

physiologiquement colonisantes pour l’homme et elles peuvent même dans certaines 

conditions déboucher sur des infections. Nous allons donc pour la suite nous intéresser aux 

différents mécanismes mis en jeu dans ce phénomène de colonisation et comment celui-ci 

peut conduire à l’infection. 

 

 

 I.3) Pathogénicité du genre Candida 

 Les espèces de Candida sont parmi les agents pathogènes fongiques les plus courants 

chez l'homme et sont responsables d'infection superficielle (muqueuse et cutanée) et 

systémique [41]. On estime qu’environ 8 % des infections sanguines nosocomiales sont 

causées par des espèces de Candida [42]. Seules les CI ont été étudiées dans ce projet de 

thèse et c’est pour cette raison que nous évoquerons pour la suite uniquement ce versant des 

infections à Candida. 

Tout d’abord, il est nécessaire de bien définir le terme de candidose invasive (CI). La CI est 

une infection fongique englobant la candidémie et la candidose profonde (infections des tissus 

situés sous les muqueuses). La candidose profonde peut provenir d'une dissémination 
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hématogène ou de l'introduction directe de Candida dans un site stérile. Les infections 

profondes peuvent rester localisées, se propager à des sites contigus ou conduire à une 

candidémie secondaire. 

 

 Parmi les nombreuses espèces de Candida, quatre d’entre elles représentent environ 

95% des infections identifiables à Candida [42] :  

- C. albicans : C’est de loin l'espèce la mieux étudiée dans le clade CTG. La séquence du 

génome de C. albicans a été reportée pour la première fois en 2004 [43] et a été organisée un 

an plus tard [44]. Des comparaisons précoces du génome de C. albicans avec celui de la 

levure modèle non pathogène S. cerevisiae ont conduit à l'identification de plusieurs familles 

de gènes qui sont spécifiques de l'agent pathogène et qui sont associés à la virulence [43], 

[44].  

La virulence est associée d’une part à la transition de la croissance des levures aux formes 

filamenteuses telles que les hyphes et les pseudohyphes (celle-ci sera décrite plus en détail 

dans la partie qui suit) et d’autre part au switch WO qui a déjà été évoqué précédemment. 

Bien que C. albicans soit l’espèce la plus fréquemment impliquée dans les infections fongiques 

invasives, l’incidence des infections dues à des espèces non-albicans (NAC) est en 

augmentation et en particulier pour trois d’entre elles : C. glabrata, C. tropicalis et                          

C. parapsilosis.  

 

- C. glabrata : Historiquement, cette espèce a longtemps été considérée comme un saprophyte 

relativement non pathogène de la flore normale d’individus en bonne santé, ne causant que 

très rarement une infection grave chez l’homme [45]. Mais, suite à l’utilisation croissante de 

traitements immunosuppresseurs en association avec un traitement antifongique à large 

spectre, la fréquence des infections causées par C. glabrata a considérablement augmenté.  

C. glabrata est l’un des deux principaux agents pathogènes du genre Candida qui ne relève 

pas du clade CTG. L’espèce est une cause fréquente de candidose chez les patients 

immunodéprimés, y compris ceux atteints du VIH/SIDA, de diabète, les patients cancéreux 

soumis à une chimiothérapie et les personnes âgées [46]. La candidose associée à C. glabrata 

se produit principalement dans la cavité buccale et son incidence chez les membres les plus 

âgés de la population a été liée à sa capacité à se fixer à la surface acrylique des prothèses 

ainsi qu’à une suppression accrue de la réponse immunitaire [47]. 

 

- C. tropicalis : Elle est souvent identifiée chez les patients admis dans des unités de soins 

intensifs et en particulier chez des patients nécessitant un cathétérisme prolongé, recevant 

des antibiotiques à large spectre ou atteints d’un cancer [48]. C. tropicalis semble également 
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présenter un potentiel de dissémination plus élevé chez les individus neutropéniques par 

rapport aux autres espèces pathogènes [49]. 

L’organisme possède un génome diploïde et, comme C. albicans, a un cycle parasexuel. 

Cependant, il existe des différences significatives entre les espèces. Le switch WO chez           

C. tropicalis est indépendant du type sexuel, alors que chez C. albicans, les isolats 

hétérozygotes au niveau du locus sexué ne commutent que dans des conditions bien définies 

[50]. Le rôle du switch WO dans la détermination de la virulence de C. tropicalis n'est en 

revanche pas encore connu. 

 

- C. parapsilosis : Ce pathogène a une grande affinité pour la nutrition parentérale, il colonise 

régulièrement les mains du personnel soignant et il est capable de former un biofilm sur les 

surfaces prothétiques et les cathéters veineux centraux [51]. La population la plus exposée au 

risque d’infection nosocomiale à C. parapsilosis est celle des nouveau-nés [52]. 

C. parapsilosis possède un génome diploïde, mais le niveau d'hétérozygotie est bien inférieur 

à celui des autres espèces diploïdes du clade CTG [23]. Cette espèce est plus éloignée de    

C. albicans que C. dubliniensis ou encore C. tropicalis [20]. Les espèces les plus proches 

comprennent C. orthopsilosis et C. métapsilosis, autrefois caractérisées comme appartenant 

à la même espèce [53]. La comparaison des génomes de C. parapsilosis et de C. orthopsilosis 

a également suggéré que l’amplification des familles de gènes, en particulier des gènes de la 

paroi cellulaire, est associée à une virulence accrue de C. parapsilosis [54].  

 

 On retrouve quand même d’autres espèces de Candida pathogènes, notamment           

C. krusei, C. lusitaniae et C. guilliermondii qui représentent moins de 5 % des CI. 

C. guilliermondii présente plutôt un intérêt pour le secteur des biotechnologies, en tant que 

producteur de riboflavine et de xylitol [55]. L'espèce est haploïde et entièrement sexuelle, ce 

qui peut faciliter l'analyse génétique. Les quelques cas de CI recensés d’infections à                   

C. guilliermondii représentent cependant un problème croissant car sa résistance aux 

antifongiques est importante [56]. Les isolats de C. lusitaniae sont haploïdes et 

hétérothalliques et la voie de reproduction a été caractérisée [40].  

 

 Toutes ces espèces pathogènes suivent un processus bien défini pour arriver à la 

pathogénicité et notamment aux CI. Ce cheminement est cependant complexe et se déroule 

en plusieurs étapes bien distinctes qui vont être décrites dans la partie qui suit. 
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II) De la colonisation à l’infection de Candida chez l’homme 

 C. albicans est le modèle de candidose le mieux étudié, c’est donc sur cette espèce 

que seront décrits les différents processus de la colonisation jusqu’à l’infection pour cette 

partie. Les différentes étapes sont schématisées sur la Figure I.3 et seront développées en 

détail par la suite. 

 

 

Figure I.3 : Schéma de l’invasion des tissus par C. albicans. 

L’invasion des tissus par C. albicans s’effectue en plusieurs étapes et commence par l’adhésion et la 

colonisation de l’épithélium par les cellules sous forme de levures ou d’hyphes. S’ensuit alors une 

pénétration par les hyphes à travers l’épithélium ce qui débouche sur une invasion puis une 

dissémination dans la circulation sanguine via les vaisseaux sanguins. Enfin, une colonisation et une 

pénétration endothéliale se produit pendant la maladie [57]. 

 

 C. albicans est un champignon polymorphe qui peut se développer sous forme de 

levure de forme ovoïde, de cellules ellipsoïdes allongées (pseudohyphe) ou de véritables 

hyphes à parois parallèles [58]. Alors que la levure et les hyphes sont régulièrement observés 

au cours de l'infection et ont des fonctions distinctes, le rôle des pseudohyphes et de la 

commutation in vivo est plutôt flou [59].  
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Une gamme de signaux environnementaux affecte la morphologie de C. albicans. Par 

exemple, à faible pH (pH<6), les cellules de C. albicans se développent principalement sous 

forme de levure, tandis qu’à un pH élevé (pH>7), une croissance hyphale est induite [60]. La 

transition entre les formes de croissance des levures et des hyphes est appelée dimorphisme 

et il a été suggéré que les deux formes de croissance sont importantes pour la pathogénicité 

[61]. La forme hyphale s'est par contre avérée plus invasive que la forme levure [58]. D'autre 

part, la forme de levure plus petite représenterait à priori la forme principalement impliquée 

dans la dissémination [62]. Les mutants qui sont incapables de former des hyphes dans des 

conditions in vitro ont d’ailleurs généralement une virulence atténuée [63]. Cependant, la 

formation d'hyphes est liée à l'expression d'un sous-ensemble de gènes codant pour des 

facteurs de virulence qui ne sont pas impliqués dans la formation hyphale. 

 

 II.1) Adhérence et invasion des cellules hôtes 

 C. albicans possède un ensemble spécialisé de protéines appelés adhésines qui 

assurent la médiation de l'adhésion de C. albicans à d'autres microorganismes, sur des 

surfaces abiotiques et à des cellules hôtes [64]. Les adhésines constituent un groupe majeur 

de protéines codées par la famille du gène ALS. Cette famille de gènes code pour huit 

protéines de surface cellulaire à ancre GPI et qui assurent la liaison à divers substrats hôtes. 

Parmi ces huit protéines Als, l’adhésine Als3 associée à l’hyphe est particulièrement 

importante pour l’adhésion [65]. Une autre adhésine importante de C. albicans est Hwp1, qui 

est une protéine à ancre GPI associée à l'hyphe. Hwp1 sert de substrat aux transglutaminases 

de mammifère et cette réaction peut lier de manière covalente les hyphes de C. albicans aux 

cellules hôtes. Il a d’ailleurs été montré qu’un mutant Δhwp1 présentait une virulence atténuée 

dans un modèle murin de candidose systémique [66]. 

D’autres protéines peuvent également contribuer à l’adhésion. On y retrouve par exemple des 

protéines à ancre GPI (Eap1, Iff4 et Ecm33), des protéines associées à la paroi de manière 

non covalente (Mp65, une β-glucanase putative, et Phr1, une β-(1→3) glucanosyl transférase), 

des protéases associées à la surface cellulaire (Sap9 et Sap10) et la protéine de surface de 

type intégrine Int1 [67]. 

 

 Les mécanismes par lesquels C. albicans envahit les cellules épithéliales ont été 

étudiés à l'aide de modèles in vitro. Les résultats de ces études suggèrent que C. albicans 

peut envahir les cellules épithéliales par deux mécanismes distincts (Figure I.4) :  

- le premier mécanisme est l'induction de l'endocytose des cellules épithéliales par 

l'organisme. L'endocytose est induite par des protéines analogues à l'invasine qui sont 

exprimées à la surface d'un hyphe de C. albicans. A ce jour, deux invasines ont été identifiées, 

à savoir Als3 (qui sert également d'adhésine comme mentionné précédemment) et Ssa1 [65], 
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[68]. Des études sur des mutants inactivés de ces deux enzymes ont montré que l’adhérence 

et l’invasion épithéliale étaient réduites et que la virulence l’était également dans un modèle 

murin de candidose oropharyngée [68]. Ces invasines se lient ensuite aux protéines de la 

surface des cellules épithéliales de l’hôte (cadhérine E) et induisent la cellule épithéliale à 

produire des pseudopodes qui phagocytent l'organisme [69]; 

- le second mécanisme d'invasion est la pénétration active d'un hyphe dans ou entre des 

cellules épithéliales. C. albicans envahit les cellules épithéliales de plusieurs sites 

anatomiques via différents mécanismes. La pénétration active semble nécessiter la formation 

d’hyphes mais on ne sait cependant toujours pas exactement quels facteurs interviennent 

dans cette seconde voie d'invasion des cellules hôtes. L'adhésion fongique est considérée 

comme jouant un rôle crucial car elle permet au champignon de résister aux forces physiques 

qui peuvent les éliminer [69], [70]. 

 

 Lorsque C. albicans vivant est incubé avec des cellules épithéliales in vitro, des 

dommages importants se produisent après l’invasion. C. albicans doit être au moins 

partiellement endocytosé pour causer des dommages aux cellules épithéliales, car les mutants 

présentant des défauts d'endocytose induisent moins de dommages à ces cellules [65], [71]. 

De même, l'inhibiteur de microfilaments cytochalasine D inhibe l'endocytose des cellules 

épithéliales de C. albicans sauvages ce qui les protège des dommages [72]. 

Cependant, les dommages causés aux cellules épithéliales ne sont pas une conséquence 

directe du processus d’endocytose, car les hyphes qui sont tués lors de ce processus sont 

endocytosés mais ne causent pas de dommages détectables [72]. De plus, moduler la 

capacité d'un mutant de C. albicans à induire une endocytose ne modifie pas nécessairement 

l'ampleur des dommages aux cellules épithéliales qu'il provoque. Ainsi, l'endocytose des 

cellules épithéliales peut être dissociée des lésions épithéliales. Par contre, le mécanisme par 

lequel C. albicans induit des lésions à ces cellules épithéliales n’est pas entièrement compris. 

En effet, il est possible que les protéines SAPs (Secreted Aspartic Proteinase) participent à ce 

processus et notamment la Pepstatine A. Mais, C. albicans doit causer des dommages aux 

cellules épithéliales par d’autres mécanismes car, dans certains systèmes, la pepstatine A ne 

protège pas ces cellules des lésions, et les souches mutantes sap de C. albicans sont 

capables d’induire des lésions [73]. D’autres études suggèrent que les lipases et les 

phospholipases seraient également impliquées [74]. 
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Figure I.4 : Adhérence et invasion des cellules épithéliales hôtes par Candida albicans. 

Tout d’abord, C. albicans adhère aux cellules épithéliales. Cette adhérence s’effectue par l’intermédiaire 

de plusieurs adhésines présentes à la surface des cellules fongiques (notamment Als3 et Hwp1). Une 

fois l’adhésion réalisée, C. albicans peut alors envahir selon deux mécanismes différents, à savoir par 

endocystose induite ou par pénétration active dans ou entre les cellules épithéliales. Si les mécanismes 

de l’endocystose induite sont relativement bien connus, ceux de la pénétration active restent encore 

mal compris. Enfin, l'invasion dans et entre les cellules épithéliales est une condition préalable à 

l'induction de dommages par des enzymes lytiques aux cellules épithéliales [67].  

 

 II.2) Formation du biofilm et filamentation 

 Un autre aspect important de la virulence de C. albicans est sa capacité à former des 

biofilms sur des surfaces abiotiques ou biotiques. Les cathéters, les prothèses dentaires 

(abiotiques) et les surfaces cellulaires de muqueuses (biotiques) sont les substrats les plus 

courants [75]. 

Les biofilms développés in vitro reposent souvent sur des cellules de levure, à partir desquelles 

une couche hyphale émane (Figure I.5A) [76]. En revanche, les biofilms issus de modèles 

d’infection par cathéter in vivo apparaissent plus complexes, avec des levures et des hyphes 

intercalés (Figure I.5B) [77]. L'analyse génétique indique que les cellules de levure et les 

hyphes sont essentiels à la formation de biofilm, ce qui suggère que chaque type de cellule a 

un rôle unique dans le processus [76]. 



19 
 

 

Figure I.5: (A) Microscopie électronique à balayage (MEB) d’un biofilm de C. albicans observé in vitro. 

La couche basale comprend principalement des cellules de levure (encart zoomé inférieur). La couche 

centrale est principalement constituée d’hyphes et  la couche supérieure a des cellules de levure 

émergeant des hyphes. (B) MEB d’un biofilm observé in vivo à partir d’un modèle de catheter de rat. 

On retrouve des cellules de levure, des pseudohyphes ainsi que de la matrice extracellulaire [77]. 

   

La formation du biofilm se traduit par quatre étapes : 

1. Adhérence - Elle commence par l'adhésion des cellules de levure à un substrat.  

2. Initiation - Peu de temps après, les cellules de levure prolifèrent à la surface et 

produisent des projections cellulaires allongées qui se développent en formes 

filamenteuses, notamment des hyphes ou des pseudohyphes.  

3. Maturation - La matrice extracellulaire s'accumule à mesure que le biofilm mûrit et une 

résistance élevée aux antifongiques est également acquise.  

4. Dispersion - Enfin, les cellules de levure non adhérentes sont libérées du biofilm dans 

le milieu environnant [77]. Les biofilms matures sont beaucoup plus résistants aux 

agents antimicrobiens et aux facteurs immunitaires de l'hôte que les cellules 

planctoniques [75]. De plus, la dispersion des cellules de levure du biofilm mature 

contribuerait à la virulence car les cellules dispersées se sont montrées plus virulentes 

dans un modèle murin d'infection disséminée [78]. La protéine de choc thermique 

majeure HSP90 (Heat Shock Protein) a été identifiée comme un régulateur clé de la 

dispersion dans les biofilms de C. albicans. En outre, HSP90 est aussi nécessaire pour 

la résistance aux antifongiques des biofilms [79]. 

 

 Les facteurs de transcription jouent un rôle fondamental dans la régulation positive et 

négative de la formation du biofilm par le biais de la régulation lors de la formation hyphale 

[80]. Bcr1, un facteur de transcription à doigt de zinc C2H2, est un facteur déterminant de la 

formation du biofilm chez C. albicans. Bcr1 semble être un régulateur conservé de la formation 

de biofilm, car l'orthologue Bcr1 de C. parapsilosis est également nécessaire pour la formation 
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de biofilm [81]. Ace2, un autre facteur de transcription à doigts de zinc C2H2, contribue 

également à la formation du biofilm chez C. albicans, probablement par son rôle dans 

l'adhérence ainsi que dans la formation d'hyphes [82]. Enfin, le facteur de transcription Efg1 

de C. albicans, un régulateur global des gènes de protéine de surface cellulaire et de la 

formation des hypes, est aussi nécessaire pour la formation du biofilm. 

 

 II.3) Capacité d’adaptation de C. albicans à son environnement 

 Une fois que l'hôte permet l'infection, C. albicans est confronté à des conditions 

environnementales variables [83]. En particulier, la nutrition est une condition essentielle à la 

survie et à la croissance et ce chez tous les organismes vivants.  

 C. albicans est fréquemment trouvé dans la flore microbienne humaine de l'intestin où 

la disponibilité des nutriments généralement très abondants est contrôlée par des interactions 

avec d'autres microorganismes présents sur le même site. Cependant, un traitement 

antibiotique et une chimiothérapie altèrent la flore microbienne, endommagent la surface des 

muqueuses et réduisent la réponse immunitaire de l'hôte, ce qui permet l'invasion épithéliale 

et la dissémination des cellules de C. albicans [84]. Après l’entrée de C. albicans dans la 

circulation sanguine, le glucose peut constituer l’une des principales sources de carbone car 

les concentrations de glucose dans le sang varient entre 6 et 8 mM [85]. Cependant, les 

cellules effectrices immunitaires telles que les neutrophiles attaquent le champignon et 

phagocytent les cellules de levure avec l’aide des macrophages. Après la phagocytose, la 

disponibilité des nutriments est alors fortement réduite, ce qui entraîne une privation de 

nutriments. Pour échapper aux macrophages, C. albicans procède au changement 

morphologique levure-hyphe ce qui entraîne de ce fait la destruction du phagocyte par des 

forces mécaniques [86]. 

 

 Une autre donnée importante de l’adaptation de C. albicans à son hôte est la réponse 

au stress. En effet, une réponse au stress robuste contribue à la survie et à la virulence de          

C. albicans en facilitant son adaptation aux changements d’environnement et en le protégeant 

contre les stress dérivés de l'hôte. Les voies de régulation sensibles au stress, ainsi que les 

cibles en aval, se sont révélées essentielles non seulement pour une adaptation efficace mais 

aussi pour une virulence complète du champignon [87]. Les réponses cellulaires aux stress 

comprennent des conditions variées : 

- la réponse au choc thermique est traitée par les protéines de choc thermique HSP qui 

agissent en tant que chaperons moléculaires pour empêcher le repliement et l'agrégation 

délétères des protéines suite au choc thermique. De plus, le stress thermique entraîne 

l’accumulation de tréhalose chez C. albicans, qui aurait un rôle de stabilisateur des protéines 
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susceptibles de ne pas se replier correctement [87]. Le tréhalose et son rôle chez Candida 

seront évoqués en détail dans le chapitre suivant; 

- la réponse au stress osmotique entraîne une accumulation intracellulaire du glycérol utilisé 

pour lutter contre la perte d'eau due au gradient chimique [88];  

- les espèces réactives de l'oxygène (ROS pour Reactive Oxygen Species) comme les 

peroxydes, les anions superoxydes et les radicaux hydroxyles, induisent une réponse au 

stress oxydatif [87]. La catalase Cta1 et les superoxyde dismutases, Sod1 et Sod5, sont 

d’ailleurs essentielles pour une détoxification efficace des ROS chez C. albicans [89]; 

- les neutrophiles produisent quant à eux des espèces  réactives de l’azote (RNS pour Reactive 

Nitrogen Species), qui induisent une réponse de stress nitrosatif sur les cellules phagocytées 

de C. albicans. La protéine principale impliquée dans la détoxification des RNS est la protéine 

liée à la flavohémoglobine Yhb1 [90]. 

 

 Cette capacité d’adaptation de C. albicans d’une part via l’apport de nutriments et 

d’autre part grâce à sa résistance au stress lui permet donc de survivre malgré les 

changements drastiques d’environnement qui s’opèrent de la colonisation jusqu’à l’infection 

(Figure I.6). 

 

Figure I.6: Influence des nutriments sur la virulence de C. albicans. 

Les nutriments de l’hôte modifient  le métabolisme de C. albicans et des signaux métaboliques ainsi 

que des réseaux de virulence se mettent alors en place. Tous ces changements se produisent à 

différents niveaux; on y retrouve notamment une modification de la morphogénèse, un switch WO, une 

induction de l’adhésion aux cellules épithéliales, la formation de biofilms ou encore l’expression de 

protéines SAP. Ce sont tous ces éléments réunis qui mènent finalement à la virulence [91]. 
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 Si tous ces changements adoptés par Candida pour son adaptation et sa survie mènent 

à la virulence, l’hôte de son côté met lui également en place des stratégies de défense face à 

l’invasion du pathogène et notamment en faisant intervenir la réponse immunitaire. Cet aspect 

permet d’ailleurs de mettre en avant les relations complexes qui s’établissent entre l’hôte et le 

pathogène comme nous allons le voir dans la partie suivante. 

 

III) Mise en place de l’immunité anti-Candida et traitement 

 La réponse immunitaire fait partie intégrante de la stratégie défensive de l’hôte face au 

pathogène Candida suite à des dommages causés lors de l’invasion. Si la mise en place de 

cette immunité est essentielle pour lutter contre l’invasion tissulaire de Candida, celle-ci peut 

parfois desservir l’hôte lorsque la réponse immunitaire devient trop importante [92].  

On entrevoit alors ici toute la fragilité et la nécessité d’un bon équilibre dans la réponse 

immunitaire. En effet,  si elle peut permettre la destruction de l’agent pathogène d’un côté, elle 

peut aussi entraîner des dommages tissulaires importants chez l’hôte. 

 La reconnaissance immunitaire de Candida par l’hôte se produit via plusieurs 

mécanismes comprenant l’immunité innée et l’immunité adaptative. Le système immunitaire 

adaptatif reconnaît des fragments antigéniques spécifiques, ce qui conduit au développement 

d'une réponse immunitaire ciblée. En revanche, la reconnaissance immunitaire innée est non 

spécifique et large et constitue la première ligne de défense de l'hôte contre les 

microorganismes potentiellement dangereux. Ces réponses non spécifiques sont 

immédiatement activées lors de la reconnaissance d'un microorganisme de manière 

préprogrammée et jouent un rôle essentiel dans le contrôle de la charge fongique et la 

prévention des troubles associés. 

Il est aujourd’hui de plus en plus évident que ces réponses activent l'immunité adaptative et 

agissent conjointement avec d'autres processus homéostatiques pour fournir une protection 

supplémentaire [93]. C’est donc à travers une bonne coordination entre ces deux réponses 

innée et adaptative que va se jouer la qualité de la réponse immunitaire dans son ensemble. 

 

 III.1) Réponse immunitaire innée 

 La reconnaissance immunitaire innée de Candida se produit via la reconnaissance de 

motifs spécifiques communs à différents types de champignons et nommés Pathogen-

Associated Molecular Patterns (PAMPs). Contrairement aux antigènes, les PAMPs individuels 

ne sont pas spécifiques à une seule espèce de Candida, mais sont partagés entre de 

nombreuses espèces et genres fongiques différents. La majorité des PAMPs fongiques sont 

associés à la paroi cellulaire et comprennent les β-glucanes, les mannanes et les 

phospholipomannanes [94]. Il est à noter que la structure détaillée de la paroi cellulaire de 
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Candida sera décrite dans le chapitre suivant. Ces PAMPs microbiens sont reconnus par les 

récepteurs spécifiques PRRs (Pathogen Recognition Receptors) et fournissent un mode 

préprogrammé de reconnaissance fongique, permettant une reconnaissance instantanée des 

composants fongiques les plus couramment retrouvés [95].  

Les PRRs sont exprimés soit à la surface, soit dans des endosomes ou dans le cytoplasme 

de cellules hôtes, y compris les cellules dendritiques, les monocytes, les macrophages, les 

leucocytes polymorphonucléaires (PMN), les lymphocytes T et B, ainsi que les cellules 

épithéliales [96]. L'activation de ces PRRs par les PAMPs entraîne le déclenchement de voies 

de signalisation intracellulaires telles que les voies MAPK, NF-𝜅B ou encore ERK, et 

finalement une transcription améliorée d'une multitude de gènes impliqués dans les défenses 

immunitaires de l'hôte, y compris les chimiokines, les cytokines, les médiateurs inflammatoires 

et les peptides antimicrobiens [94]. Les PRRs sont donc des médiateurs essentiels entre les 

réponses immunitaires innées et adaptatives. 

 

Les PAMPs sont reconnus par deux familles clés de PRRs (Figure I.7) : 

- Les récepteurs Toll-like (TLRs pour Toll-Like Receptors) constituent une famille de PRRs qui 

intervient dans la reconnaissance des pathogènes par les PAMPs, l’induction de réponses 

inflammatoires ultérieures et la régulation des réponses adaptatives [97]. Dix TLRs humains 

ont été identifiés et ont été classés en deux groupes en se basant sur leurs localisations 

subcellulaires respectives. Le premier groupe, qui comprend les TLR1, 2, 4, 5 et 6, est situé à 

la membrane plasmique, tandis que le second groupe, qui comprend les TLR3, 7, 8 et 9, se 

localise dans des compartiments intracellulaires tels que les endosomes (ou endolysosomes) 

[98]. Tous les TLRs sont caractérisés en tant que récepteurs transmembranaires de type I 

possédant un domaine extracellulaire répété riche en leucine qui reconnaît la cible PAMP et 

un domaine Toll/interleukine-1 (IL-1) contenant un domaine cytoplasmique qui transmet le 

signal d'activation [97]. 

Chez C. albicans, la plupart des informations sur l’implication des voies de signalisation 

médiées par les TLRs dans les défenses de l’hôte ont été obtenus à la suite d’études in vivo 

et in vitro utilisant des modèles murins. Les premières TLRs à avoir été étudiés sont TLR2 qui 

reconnaît les lipoprotéines acylés de la paroi de Candida et TLR4 qui reconnaît quant à lui les 

mannanes O-glycosylés. Il en est ressorti que ces deux récepteurs jouent le même rôle de 

protection de l’hôte lors de CI, TLR2 ayant un rôle majeur tandis que TLR4 aurait plutôt un rôle 

mineur dans ce processus [99]. TLR2 et TLR4 contribuent cependant tous les deux à 

l’induction de signaux pro-inflammatoires dans les cellules immunitaires via le facteur de 

différenciation MyD88, ainsi que dans la voie de signalisation NF-𝜅B [100]. A noter que TLR2 

se dimérise avec TLR1 et TLR6 et que des études sur des mutants TLR6 KO chez la souris 

ont montré une production défectueuse en IL-10 [101].  
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Le rôle d’autres TLRs a également été étudié au cours de la CI. C’est le cas notamment de 

TLR9 qui n’est pas nécessaire pour la résistance à l’infection [102]. L’implication de TLR7 dans 

la défense anti-Candida a en revanche été suggéré, car des souris déficientes en TLR7 

présentent une sensibilité accrue à l’infection systémique [103]. 

 

- Les récepteurs lectine de type C (CLRs pour C-type Lectin Receptors) sont une superfamille 

de protéines hétérogènes de liaison caractérisées par la présence d’un domaine de 

reconnaissance des glycannes extracellulaires (CRD pour Cysteine-Rich Domain) ou d’un 

domaine lectine de type C (CTLD pour C-Type Lectin-like Domain) [104].  

Le rôle des CLRs dans l’immunité antifongique a fait l’objet d’études approfondies dans 

lesquelles il a été démontré que plusieurs CLRs clés exercent des fonctions critiques dans la 

reconnaissance, l’absorption et la destruction de Candida et qu’ils contribuent également à 

l’initiation et à la modulation de la réponse immunitaire à Candida [105]. Les CLRs les plus 

impliqués dans la reconnaissance de Candida semblent être la dectine-1, la dectine-2 et le 

récepteur à mannose (MR pour Mannose Receptor).  

La dectine-1 est un récepteur essentiel dans la défense de l'hôte contre l'infection à                      

C. albicans. La reconnaissance des β-glucanes de la paroi de C. albicans par la dectine-1 

déclenche la phagocytose, la production de cytokines et de chimiokines, la production de ROS 

et la formation de pièges extracellulaires de neutrophiles (NETs pour Neutrophil Extracellular 

Traps) par l’intermédiaire de différentes voies de signalisation (Figure I.7) [106]. La perte de 

fonction associée à des mutations DECTIN1 chez l’humain a d’ailleurs mis en avant une 

augmentation de la colonisation de Candida au niveau des surfaces muqueuses et un risque 

accru d’infection à Candida [107]. De plus, des études ont montré que la dectine-1 avait un 

rôle protecteur contre C. tropicalis au niveau des sites muqueux et systémiques [108].  

La dectine-2 est un autre CLR qui fonctionne sur de nombreux points comme la dectine-1 mais 

qui reconnaît les α-mannanes de la paroi. Des souris déficientes en dectine-2 présentent une 

sensibilité accrue à l’infection disséminée par C. albicans tout comme la dectine-1 [109]. En 

revanche, les souris déficientes en dectine-2 n’ont pas montré d’altération dans leur capacité 

de survie lors d’une infection disséminée par C. tropicalis [110] mais sont plus susceptibles 

aux infections à C. glabrata. 

Le MR reconnaît les mannanes N-glycosylés hautement ramifiés de la paroi de C. albicans. 

Ce récepteur est recruté dans le phagosome après l’ingestion de C. albicans et active la 

signalisation intracellulaire ainsi que la production de cytokines [111]. Les souris déficientes 

en MR ne montrent par contre pas de différence de sensibilité lors d’une candidose 

disséminée, ce qui suggère que son rôle dans la médiation de l’immunité anti-Candida est 

redondant avec celui d’autres lectines [112].   
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La galectine-3 est un autre CLR qui reconnaît les β-(1→2) oligomannanes et qui attire 

l'attention dans le contexte de l'infection à C. albicans. Ce récepteur est présent dans de 

nombreux types de cellules et possède une activité antifongique directe [113]. La galectine-3 

semble également être impliquée dans l'immunité à plusieurs espèces NAC. Il a été démontré 

que C. albicans et C. tropicalis induisaient la sécrétion de galectine-3 par les cellules 

épithéliales gingivales humaines [114]. De plus, la galectine-3 tue directement C. albicans et 

C. glabrata in vitro. Cependant, toutes les espèces de Candida ne sont pas sensibles car 

aucun effet n’a été détecté sur C. guilliermondii [113]. 

Enfin, deux dernières CLRs peuvent être mentionnés, à savoir DC-SIGN (Dendritic Cell-

Specific Intercellular adhesin molecue-3 Grabbing Non-integrin) et Mincle. Le rôle de DC-SIGN 

dans l’immunité antifongique n’est pas clair, bien qu’il semble reconnaître les mannanes           

N-glycosylés fortement ramifiés et induire la production d’IL-10 [115]. Le récepteur Mincle se 

lie principalement aux structures glucidiques contenant de l’α-mannane de la paroi de                

C. albicans [116]. Comme avec la dectine-2, Mincle n'est pas supposé être indispensable à la 

phagocytose mais contribue à l'induction des cytokines et des chimiokines via un grand 

nombre de voies de signalisation (Figure I.7). Bien que les réponses induites par Mincle 

semblent être indépendantes de MyD88, celui-ci peut entrer en synergie avec les TLRs pour 

induire des cytokines inflammatoires [116]. 

 

Figure I.7: Reconnaissance des PAMPs de C. albicans par les PRRs de l’hôte. 

Les PRRs se composent principalement de deux grandes familles que sont les TLRs et les CLRs. Tous 

ces récepteurs reconnaissent des ligands provenant de la paroi cellulaire de C. albicans. Lors de la 

reconnaissance, les PRRs activent des cytokines et des chimiokines soit directement, soit le plus 

souvent par l’intermédiaire de voies de signalisation [93]. 



26 
 

 

 L’expression de tous ces récepteurs va dépendre du type de cellule impliqué dans la 

réponse immunitaire. Par exemple, les polynucléaires neutrophiles sont les phagocytes 

prédominants dans la défense de l'hôte et constituent la première ligne de protection lors de 

l’invasion de l'agent pathogène Candida dans le système immunitaire cellulaire inné [117]. 

TLR2, TLR4 et la dectine-1 participent tous les trois à la reconnaissance de C. albicans [118]. 

Avec leur fonction de phagocytes, les polynucléaires neutrophiles sont capables d’intérioriser 

les agents pathogènes et de les éliminer en produisant des ROS et des enzymes lysosomales 

[119]. Plus récemment, des études ont montré que les polynucléaires neutrophiles avaient 

aussi un rôle lors de l’inflammation. En effet, ces derniers peuvent affaiblir la réponse pro-

inflammatoire après la stimulation de C. albicans en libérant des protéases dérivées des 

neutrophiles [120]. 

 Les monocytes et les macrophages sont des détecteurs vitaux des PAMPs. Ils 

participent au processus de défense de l'hôte contre les infections fongiques et travaillent 

ensemble pour recruter des neutrophiles sur le site inflammatoire. Inversement, les 

neutrophiles peuvent également participer au recrutement des monocytes et à la modulation 

de la libération de cytokines provenant des macrophages activés [121]. Au niveau des PRRs, 

des taux élevés en TLRs ont été observés à la surface des monocytes [94]. Les CLRs, tels 

que la dectine-1 et Mincle, jouent également un rôle important dans la médiation de la 

reconnaissance des monocytes de C. albicans [116]. 

 Enfin, les cellules dendritiques jouent un rôle central dans un grand nombre de 

processus comprenant la détection de Candida par le biais de PRRs localisés à leur surface, 

la sécrétion de cytokines, la phagocytose du pathogène et enfin l’induction d’une réaction 

immunitaire adaptative par les lymphocytes T [122]. La plupart des PRRs sont retrouvés à la 

surface des cellules dendritiques, aussi bien les TLRs que les CLRs. Parmi ces récepteurs, 

MR et DC-SIGN sont d'une importance capitale dans la reconnaissance et l'internalisation de 

C. albicans par les cellules dendritiques humaines [123]. Il est important de noter que ces 

cellules dendritiques sont d’ailleurs considérées comme le lien entre l’immunité innée et 

l’immunité adaptative [122].  

 

 III.2) Réponse immunitaire adaptative 

 La réponse immunitaire adaptative est donc activée à la suite de la reconnaissance de 

Candida par le système immunitaire inné. Cette réponse adaptative permet de conférer d’une 

part une réponse spécifique à l’antigène et d’autre part une réponse mémoire si l’organisme 

est de nouveau confronté à l’agent pathogène. On distingue deux types de réponse adaptative, 

à savoir une réponse à médiation cellulaire portée par les lymphocytes T et une réponse à 

médiation humorale qui portée par les lymphocytes B. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_immunitaire_inn%C3%A9
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 Les lymphocytes T font partie intégrante de la réponse immunitaire adaptative de l'hôte 

à l'infection par C. albicans et constituent un moyen direct et indirect de contrôler la prolifération 

fongique. Les lymphocytes T CD4+ (lymphocytes T auxiliaires) et CD8+ jouent un rôle dans 

l'immunité antifongique et leur activation est contrôlée par les cellules dendritiques comme 

mentionné précédemment. Le mécanisme principal d’amorçage de l’immunité adaptative est 

cependant principalement géré par les lymphocytes T CD4+ car la présentation de l'antigène 

fongique se fait sur ces derniers, générant alors une réponse T auxiliaire (Th pour T helper) 

[124]. 

Il existe 4 sous-ensembles Th différents (Th1, Th2, Th17 et Treg), et le développement de 

chaque sous-ensemble spécifique est conditionné par les cytokines présentes lors de 

l'initiation de lymphocytes T CD4+ naïfs (c’est-à-dire matures mais non présentées à un 

antigène) par les cellules dendritiques. 

Les réponses immunitaires aux infections systémiques à C. albicans et les réponses aux sites 

muqueux sont également à dissocier; alors que les réponses Th1 sont prédominantes lors 

d'infections systémiques, les réponses Th17 sont nettement dominantes dans les infections 

muqueuses mais ces deux réponses ont un même rôle de protection de l’hôte en recrutant et 

en activant les neutrophiles (Figure I.8). 

Contrairement aux phénotypes protecteurs Th17 et Th1, l'induction d'un phénotype Th2 est 

par contre plus étroitement associée à une augmentation de la croissance et à la dissémination 

du champignon [125]. Dans les CI, l’équilibre entre les réponses Th1 protectrices et les 

réponses Th2 délétères est d’ailleurs  très importante. 

Enfin, Les Tregs suppriment les réponses inflammatoires lors de CI et leur présence lors des 

réponses pro-inflammatoires protectrices augmente la sensibilité à la maladie chez les souris 

infectées par C. albicans. Aux sites muqueux, cependant, cette tolérance semble être 

bénéfique car un ‘état de vigilance’ continu du système immunitaire peut alors se mettre en 

place.  

 

 La production d’anticorps constitue la dernière partie de la réponse immunitaire 

adaptative. Elle représente la réponse à médiation humorale lors de laquelle les antigènes de 

Candida vont être présentés aux lymphocytes B de l’hôte afin de déclencher la production 

d’anticorps. Les réponses d'anticorps endogènes à l'infection de C. albicans chez l'homme 

jouent cependant un rôle relativement mineur dans la protection immunitaire contre le 

pathogène. 

En raison de leur accessibilité, les molécules affichées à la surface cellulaire de C. albicans 

constituent des cibles idéales pour la protection immunitaire par les anticorps. Les mannanes 

N- et O-glycosylés de la paroi de C. albicans particulièrement constituent une cible majeure 
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pour les anticorps anti-Candida mais on retrouve aussi les β-glucanes ou encore la chitine 

[126]. Ces anticorps peuvent d’ailleurs être utilisés comme tests diagnostiques. 

Pour le moment, cette production d’anticorps n’a pas pu aboutir sur le développement d’un 

vaccin efficace contre C. albicans. Les traitements antifongiques restent donc aujourd’hui les 

seules thérapies disponibles mais celles-ci ont leur limite notamment avec la prévalence 

grandissante des espèces non-albicans pathogènes et les résistances associées. 

 

 

Figure I.8: Rôle des lymphocytes T dans l’immunité adaptative lors de candidose invasive. 

Les lymphocytes T CD4+ peuvent générer des réponses Th lors de leur présentation à l’antigène. On 

retrouve quatre sous-ensembles Th différents. Les cellules Th1 et Th17 jouent un rôle protecteur en 

recrutant et en activant les neutrophiles. Les cellules Th2 et Treg inhibent quant à elles Th1 et Th17, ce 

qui peut être bénéfique dans le maintien de l’immunité mais aussi délétère si une réponse pro-

inflammatoire est nécessaire [127]. 

  

 III.3) Traitement antifongique et résistance 

 Depuis maintenant plus de trois décennies, les infections fongiques sont un problème 

majeur dans le monde entier, en particulier chez les personnes immunodéprimées [42].  

Un hôte fragilisé sera en effet beaucoup plus enclin à l’infection car l’équilibre mis en place par 

le système immunitaire (finement régulé comme nous avons pu le voir précédemment) finit 

par se rompre lorsqu’il n’est plus régulé efficacement et favorise alors la transition du 

champignon vers un phénotype pathogène. En ce qui concerne les CI, ce déséquilibre se 

retrouve principalement chez les patients admis en réanimation où la prévalence est de ce fait 



29 
 

la plus importante [11]. Le pronostic est également très mauvais avec des taux de mortalité 

variant de 40 à 60 % selon les espèces [12]. 

 

 Des traitements antifongiques existent et peuvent être divisés en quatre classes 

majeures, à savoir : 

- Les échinocandines : ce sont des lipopeptides cycliques qui inhibent le complexe 

transmembranaire de la glucane synthase (Fks1), une enzyme biosynthétique qui produit le    

β-D-(1→3)-glucane qui le principal polysaccharide de la paroi cellulaire de Candida. La 

perturbation de la synthèse du β-D-(1→3)-glucane endommage l'intégrité cellulaire et peut 

alors conduire à la rupture et à la mort cellulaire [128]. Trois échinocandines (caspofungine, 

micafungine et anidulafungine) sont approuvées pour le traitement de la candidose invasive 

(Figure I.9A) et le mode d’administration se fait uniquement par intraveineuse [129]. 

La résistance aux échinocandines est liée à une mutation du complexe Fks1 [130]. Fks1 est 

constituée de deux unités Rho1p et Fksp, où Fksp est le site actif de cette enzyme et Rho1 en 

est le régulateur. La mutation dans le gène FKS entraîne donc une résistance aux 

échinocandines [129]. 

 

- Les azolés : ces composés inhibent la croissance de Candida en se liant à la lanostérol           

14α -déméthylase, une enzyme du cytochrome P450 codée par le gène ERG11 et en l’inhibant 

[131]. Son inhibition provoque l’épuisement de l’ergostérol qui est le principal stérol de la 

membrane plasmique des champignons, et l’accumulation de méthylstérols C14α toxiques 

pour Candida [131]. Les azolés ciblent la croissance de Candida et ont donc un effet 

antifongique fongistatique et non fongicide. 

Le fluconazole est le principal antifongique azolé utilisé dans le traitement de la CI (Figure 

I.9B). Le fluconazole a une excellente biodisponibilité et peut être administré par voie 

intraveineuse ou orale à des doses identiques. Le principal effet indésirable du fluconazole est 

son hépatotoxicité. De plus, le fluconazole est un inhibiteur du cytochrome P450 et peut 

interagir avec d’autres médicaments métabolisés par cette voie [132]. On peut également 

retrouver deux autres azolés dans le traitement des CI, le voriconazole et le posaconazole. 

De nombreux mécanismes de résistance aux azolés existent et dépendent des espèces. Ils 

comprennent notamment des mutations ou la surexpression de ERG11, une diminution de 

l’accumulation d’azolés dans la cellule fongique ou encore la formation du biofilm. 

 

- Les polyènes : cette classe thérapeutique se compose de l’amphotéricine B (AMB) et de 

dérivés à ce composé et l'ergostérol est la principale cible des polyènes (Figure I.9C). L'AMB 

se lie à l'ergostérol localisé dans la membrane cellulaire fongique entraînant alors la formation 

de pores, une perméabilité accrue de la membrane ainsi que des dommages oxydatifs [130]. 
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Bien que la résistance à l’AMB soit rare chez C. albicans, d'autres espèces de Candida sont 

en revanche intrinsèquement résistantes à l'AMB comme C. glabrata, C. krusei ou encore        

C. lusitaniae [133]. A priori, une diminution de la teneur en ergostérol de la membrane cellulaire 

fongique serait associée à une résistance à AMB. En effet, les souches de Candida AMB-

résistantes ont une teneur en ergostérol relativement faible par rapport aux isolats sensibles 

[130]. 

 

- La flucytosine (ou 5-fluorocytosine) : il s’agit d’un dérivé fluoré de la cytosine pyrimidine 

largement utilisé dans le traitement des CI (Figure I.9D) [134]. Cet agent antifongique perturbe 

la synthèse protéique en s'incorporant à l'ARN, ce qui entraîne la mort cellulaire [135].  

La résistance à la flucytosine est observée dans 3 à 10 % des isolats de Candida in vitro. De 

plus, 30 % des isolats développent une résistance au cours du traitement. Cette résistance 

est liée à la déficience en enzymes impliquées dans l'absorption, le transport et la 

transformation de la flucytosine [136]. Les gènes codant pour les enzymes impliquées dans le 

métabolisme contribuent également à la résistance croisée à la flucytosine et au fluconazole 

chez Candida [137]. 

 

 

Figure I.9: Structures chimiques des molécules antifongiques les plus couramment utilisées 

dans les candidoses invasives pour chacune des quatre classes thérapeutiques. 
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 On remarque donc que chaque classe thérapeutique d’antifongique comporte ses 

limites notamment au niveau des résistances et que celles-ci dépendent le plus souvent de 

l’espèce impliquée. A cela s’ajoute l’augmentation constante de la prévalence des espèces de 

Candida non-albicans pathogènes dans les CI ce qui ne fait qu’accroître ces résistances.  

De plus, la morbi-mortalité des CI reste très élevée car le diagnostic est beaucoup trop tardif 

alors qu’un diagnostic précoce est la clé pour diminuer considérablement la mortalité. En effet, 

le diagnostic mycologique repose encore aujourd’hui principalement sur l’hémoculture  mais 

celle-ci n’est positive que dans 50 % des cas environ. Une étude a d’ailleurs montré que 18 % 

des patients atteint d’une CI mourraient sans même avoir reçu de traitement antifongique car 

le résultat d’hémoculture positive n’arrivait qu’après leur décès [138]. On estime également 

que si le traitement antifongique est introduit dans les 12 heures après le début de l’épisode 

candidémique, la mortalité est de 12 % alors que celle-ci peut être multipliée par trois si le 

traitement est retardé de 48 h [139]. Avec tous ces éléments, on se rend bien compte que des 

stratégies de diagnostic alternatives sont nécessaires pour pallier à ces problèmes. Pour ce 

faire, des recommandations ont été établies par les sociétés savantes Infectious Diseases 

Society of America (IDSA) et European Society of Clinical Microbiology and Infectious 

Diseases (ESCMID) afin de prévenir au mieux l’infection candidémique avant le diagnostic. 

Ces recommandations se basent sur trois types de traitements prophylactiques que sont le 

traitement empirique, le traitement probabiliste et le traitement préemptif. 

Des stratégies de diagnostic ont également été développées pour se substituer à 

l’hémoculture. Celles-ci se basent sur la détection de biomarqueurs fongiques présents dans 

un prélèvement biologique. Cette détection se fait principalement sur des composés 

polysaccharidiques issus de la paroi de Candida.  

Le second chapitre va donc se focaliser dans un premier temps sur la composition structurale 

de la paroi cellulaire de Candida pour déboucher sur les stratégies alternatives non basées 

sur la culture qui ont été développées pour aider au diagnostic clinique des CI.  
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Chapitre II : La paroi cellulaire de Candida comme outil pour 

le diagnostic des candidoses invasives  
 

I) Composition structurale de la paroi de Candida et son rôle dans la 

pathogénicité 
 Dans le chapitre précédent, nous avons notamment passé en revue les différents 

acteurs de l’immunité innée puis adaptative qui sont mis en jeu dans le processus anti-

Candida. Du côté du pathogène, ce sont principalement les composants de la paroi cellulaire 

qui sont reconnus par les PRRs de l’hôte. Le rôle de cette paroi dans les relations hôte-

pathogène qui se mettent en place lors de l’infection est donc crucial. De ce fait, il est 

également important de bien connaître les éléments qui composent cette paroi et surtout de 

savoir quels sont leurs rôles respectifs au sein du champignon. C’est pour ces raisons que le 

second chapitre va s’articuler autour de la paroi de C. albicans et nous verrons par la suite 

que ses composants sont aussi très utilisés pour le diagnostic des CI. 

 

 La paroi cellulaire des champignons est un organite dynamique qui définit la structure 

et l'écologie de l'organisme. La paroi cellulaire de C. albicans est capable de se modifier au 

cours de la morphogenèse cellulaire et en réponse aux changements environnementaux. 

Cette paroi réagit également aux différents stress rencontrés et dispose de mécanismes 

garantissant le rétablissement de sa robustesse en cas de difficulté. 

 La résistance et la forme de la paroi cellulaire dépendent de la couche interne 

composée de chitine (polymère de β-(1→4)-N-acétylglucosamine) et de β-D-(1→3)-glucane 

(Figure II.1). Chez C. albicans, une paroi ‘normale’ non soumise au stress contient environ de 

1 à 3 % de chitine et 40 % de β-D-(1→3)-glucane. La quantité de chitine peut cependant être 

multipliée jusqu’à quatre lorsque l’intégrité du β-D-(1→3)-glucane est compromise [94].  

La paroi externe comprend une série de protéines dont la plupart sont liées par des fragments 

de glycosylphosphatidylinositol (GPI) au β-D-(1→6)-glucane (Figure II.1). Ce polymère de          

β-D-(1→6)-glucane représente environ 20% du poids sec de la paroi total et joue le rôle 

d’agent de liaison permettant la fixation des différentes protéines au squelette de                            

β-D-(1→3)-glucane [140].  

Les protéines de la couche externe jouent un rôle important dans la virulence mais on peut 

aussi y retrouver des enzymes qui modulent la structure et l’assemblage de la paroi. Toutes 

ces protéines représentent 35 à 40 % de la masse totale de la paroi de C. albicans [126]. Cette 

masse importante est surtout due au fait que la plupart des protéines sont N- et O-glycosylées 

par des polysaccharides de mannose (mannane). Ce mannane agit alors comme un bouclier 

protégeant ainsi les polypeptides les plus vulnérables aux protéases et également le squelette 
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interne contre les glycosides hydrolases qui pourraient compromettre la viabilité de la levure 

[94]. 

 

 Cette paroi de C. albicans est donc une structure composée de plusieurs couches 

essentiellement constituées de polysaccharides qui remplissent de nombreuses fonctions 

essentielles au cours de la croissance et de la pathogenèse. La première partie de ce chapitre 

va donc se concentrer sur ces polysaccharides pariétaux afin de mieux appréhender leur 

structure et leur rôle au sein de la paroi. Cela permettra ensuite de s’intéresser aux tests 

diagnostiques relatifs à ces polysaccharides qui ont été développés pour les CI. 

 

 

Figure II.1 : Composition structurale de la paroi cellulaire de C. albicans. 

La paroi de C. albicans se divise en deux couches bien distinctes. La première couche correspond à la 

paroi interne qui compose le squelette assurant la rigidité de la paroi. On retrouve du β-D-(1→3)-

glucane attaché de manière covalente à la chitine et au β-D-(1→6)-glucane. La seconde couche externe 

quant à elle est composée de protéines N- et O-glycosylées par des polysaccharides de mannose 

(mannane) [57].  

 

 I.1) Les β-D-glucanes de la paroi cellulaire de Candida 

 La paroi de C. albicans ne comprend pas d’-D-glucanes mais uniquement des                

β-D-glucanes. Ces -D-glucanes de C. albicans sont des polymères de glucose reliés par des 

liaisons β-(1→3) et/ou β-(1→6). On ne trouve cependant pas d’alternance de liaisons                   

β-(1→3)/β-(1→6) au sein d’une même chaîne mais uniquement au niveau des ramifications 

(Figure II. 2). 
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Figure II.2 : Organisation des -glucanes dans la paroi de C. albicans. 

Un squelette de β-D-(1→3)-glucane vient tout d’abord former la base de l’organisation structurale. Des 

points de branchement de β-D-(1→6)-glucane  viennent ensuite se greffer à ce squelette. Enfin, en bout 

de ces chaînes de β-D-(1→3)-glucane ou de β-D-(1→6)-glucane, on peut retrouver des protéines de la 

paroi ou des résidus de N-acétylglucosamine provenant de la chitine. A noter que les protéines 

branchées sur du β-D-(1→3)-glucane sont des protéines particulières possédant des domaines de 

répétition interne (PIR) [94]. 

 

 Le β-D-(1→3)-glucane est synthétisé sous forme de polymère linéaire par le complexe 

β-(1→3)-glucane synthase qui, chez C. albicans, serait constitué d’une sous-unité catalytique 

essentielle Fks1 [141] et d’une sous-unité régulatrice Rho1 [142] :  

- Fksl est une enzyme inhabituelle car elle ne possède pas le motif QXXRW normalement 

associé à l'activité catalytique des -glycosyltransférases. A la place, Fksl  possède un 

domaine hydrophile central d’environ 580 acides aminés qui est proposé comme site 

catalytique [143]. Le mécanisme réactionnel précis de Fks1 n’est cependant pas connu à ce 

jour et des preuves formelles sont encore requises concernant sa réelle affiliation de site 

catalytique [144]. Fks1 a déjà été mentionnée précédemment en tant que cible des 

échinocandines. En effet, cette classe d’antifongiques est la seule à cibler la paroi de Candida. 

De plus, cibler la synthèse de β-D-(1→3)-glucane avec des échinocandines active une 

réponse dans laquelle les niveaux de chitine sont augmentés pour compenser la réduction du 

β-D-(1→3)-glucane, rétablissant ainsi la robustesse de la paroi cellulaire et la viabilité [145]. 

Ce phénomène représente d’ailleurs un mécanisme de résistance aux échinocandines. 

- Rho1 quant à elle est une GTPase, qui est aussi impliquée dans d’autres fonctions 

essentielles de la cellule et notamment l’intégrité de la paroi et la morphogenèse cellulaire. 

Décrit à l’origine dans S. cerevisiae, la protéine Rho1 de C. albicans possède 82,9% 

d’homologie avec Rho1p de S. cerevisiae et contient tous les domaines conservés de 

GTPases d’autres organismes [142].  

 Le β-D-(1→3)-glucane peut enfin être remodelé par des                                                                

β-(1→3)-glucanosyltransférases à ancre GPI telles que Phr1 et Phr2, qui clivent les chaînes 
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de β-D-(1→3)-glucane en interne et transfèrent la partie non réductrice sur une nouvelle 

chaîne [146]. Une étude sur des mutants défectueux dans les gènes codants pour ces deux 

protéines a mis en avant la présence de morphologies anormales ainsi que des altérations 

des propriétés et de la structure de la paroi celullaire [147]. Ces deux enzymes sont également 

responsables de la liaison entre le β-D-(1→3)-glucane et le β-D-(1→6)-glucane [148]. 

 Comme il a été mentionné dans le chapitre précédent, le β-D-(1→3)-glucane est 

reconnu par la dectine-1 et TLR2. Initialement, son rôle lors de la détection immunitaire de C. 

albicans était considéré comme une voie mineure, car il a été démontré que les mannanes 

contribuent à la majeure partie de la production de cytokines. De plus, des mannanes forment 

la couche externe, recouvrant les composants internes comprenant le β-D-(1→3)-glucane. 

Cependant, il a été démontré que l'exposition du β-D-(1→3)-glucane à la surface par une 

inactivation thermique, des antifongiques ou encore des mutations affectant la couche de 

mannane stimule une forte production de cytokines ainsi qu’une phagocytose [149].  

Par contre, la participation de la dectine-1 semble être limitée aux cellules de levure. En effet, 

les hyphes ne se divisent pas par un processus de bourgeonnement et n'ont donc pas de         

β-D-(1→3)-glucane exposé à la surface de la cellule et ne déclenchent ainsi pas l'activation 

de cellules immunitaires via la dectine-1 [150]. Ce processus d’évasion immunitaire que 

possède C. albicans peut être contré par un traitement à la caspofungine car cet antifongique 

est capable de démasquer le β-D-(1→3)-glucane contenu dans les hyphes afin de l’exposer 

suffisamment pour être reconnu par la dectine-1 [151]. 

 

 Le β-D-(1→6)-glucane est un polysaccharide court et amorphe, la plupart des 

monosaccharides formant une structure linéaire et environ 7 % d'entre eux contiennent un 

point de ramification [152]. Il permet le lien entre la chitine, le β-D-(1→3)-glucane et les 

protéines à ancre GPI de la couche externe [140].  

 Les protéines codés par les gènes KRE1, KRE9, KRE6 et SKN1 sont impliqués dans 

la biosynthèse de ce polysaccharide, mais SKN1 est spécifiquement régulé positivement lors 

de la transition hyphale, ce qui suggère que la machinerie de biosynthèse impliquée dans 

l'élaboration du β-D-(1→6)-glucane peut être différente chez les cellules de levure et les 

hyphes. Certaines de ces enzymes sont essentielles à la viabilité de C. albicans, soulignant 

l’importance de ce polysaccharide pour l’organisation de la paroi cellulaire. 

 Jusqu'à présent, la nature des récepteurs immunitaires impliqués dans la 

reconnaissance de ce composant de la paroi cellulaire est inconnue. Cependant, certaines 

données indiquent que ce polymère peut être impliqué dans la stimulation de la phagocytose 

et la production de ROS dans les neutrophiles humains [153]. 
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 I.2) La chitine 

 La chitine, homopolymère de N-acétylglucosamines liés en β-(1→4), est un 

polysaccharide représenté dans les parois cellulaires de tous les champignons étudiés à ce 

jour [154]. Le polysaccharide primaire naissant se replie sur lui-même pour former des chaînes 

anti-parallèles, ce qui permet ensuite de créer des liaisons hydrogène intra-chaînes qui 

renforcent ce polysaccharide en formant des microfibrilles fibreuses extrêmement résistantes. 

Ces microfibrilles rendent d’ailleurs la chitine plus solide que n’importe quelle autre molécule 

de la nature, et plus résistante (à poids identique) que les os ou l’acier [155]. 

Moins de 5 % de la chitine fongique synthétisée par C. albicans est déacétylée en chitosane 

par l'action d'une ou de plusieurs chitine-déacétylases [156]. La déacétylation de la chitine 

peut rendre le polymère plus élastique et le protéger de l'action de chitinases. 

 

 La simplicité apparente de la structure primaire de la chitine cache en fait un processus 

biosynthétique sous-jacent complexe. Chez C. albicans, la synthèse de la chitine est réalisée 

par une famille de quatre enzymes chitine synthase : Chs1, Chs2, Chs3 et Chs8 [154]. En 

raison des difficultés liées à la purification de ces enzymes, leur structure reste encore mal 

caractérisée. Comme le substrat de la chitine se trouve dans le cytoplasme, il est fort probable 

que les enzymes chitine synthase soient situées dans la membrane plasmique ce qui laisserait 

plus d’espace pour former les microfibrilles. 

Chs1 est responsable de l’élaboration du septum primaire de la chitine et il s’agit de la seule 

chitine synthase essentielle à la viabilité de C. albicans ce qui montre l’importance de 

l’élaboration du septum primaire pour la physiologie, la division et l’intégrité des cellules [157]. 

Chs3 et Chs8 synthétisent respectivement des microfibrilles de chitine courtes et longues, 

Chs3 synthétisant environ 85 % de la chitine présente dans la paroi des cellules de levure et 

des hyphes [158]. Enfin, Chs2 est une enzyme spécifique des hyphes et elle est responsable 

de la synthèse d’environ 40 % de la chitine présente dans cette morphologie [159].  

 

 En ce qui concerne l’interaction entre la chitine et les cellules immunitaires, les avis 

sont contradictoires car certaines études ont montré que C. albicans n’était pas capable de 

stimuler la production de cytokines pro- et anti-inflammatoires ni d’activer des voies 

alternatives [160] alors que d’autres études ont mis en avant le contraire, même si dans ces 

dernières il a été précisé que la production de cytokines était dépendante de la taille des 

particules de chitine et de la phagocytose [161]. Dans tous les cas, il n’y a à l’heure actuelle 

aucune preuve concrète de l’existence d’un récepteur impliqué dans la détection de la chitine. 
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 I.3) Les mannoprotéines de la couche externe 

  I.3.a) Structure des mannoprotéines 

 Les mannoprotéines de la paroi de C. albicans sont synthétisées dans le réticulum 

endoplasmique (RE) et sont ensuite transportées à la paroi par la voie de sécrétion. Une fois 

transloquées dans la lumière du RE, les protéines peuvent subir des modifications post-

traductionnelles par addition d’oligosaccharides riches en mannose (mannanes). Les 

mannanes peuvent être N-glycosylés, c’est-à-dire rattachés à un résidu d’Asn par une liaison 

amide (Figure II.3A) ou O-glycosylés par une liaison ester avec un résidu de Ser ou Thr (Figure 

II.3B) [162].  

 

 Le mannane O-glycosylé comprend de un à cinq résidus de α-(1→2)-mannose chez 

C. albicans. La première unité de mannose est fixée au groupe hydroxyle de Ser ou Thr par 

une protéine mannosyltransférase (PMT). Le génome de C. albicans contient cinq isoformes 

PMT (PMT1, PMT2, PMT4, PMT5 et PMT6) et la caractérisation de cette famille de protéines 

a montré que tous les gènes PMT, à l’exception de Pmt5, sont nécessaires pour la 

morphogenèse, la virulence et la résistance antifongique et que Pmt2 était même essentielle 

pour la croissance du champignon [163]. Le mannane O-glycosylé est ensuite allongé par 

l’ajout d’unités α-(1→2)-mannose par des mannosyltransférases golgiennes, notamment Mnt1 

et Mnt2 [164]. 

 

 L’addition de mannanes N-glycosylés est réalisée par le complexe oligosaccharyl 

transférase qui transfère le noyau glycanique N-glycosylé préalablement formé 

(GlcNAc2Man9Glc3) à des résidus Asn comportant la séquence Asn-X-Ser-Thr (avec X tout 

acide aminé différent de Pro) [162]. Avant que le mannane N-glycosylé ne soit allongé, le 

noyau glycanique subit un traitement par des glycosidases du RE qui éliminent les trois résidus 

de glucose et une unité terminale de α-(1→2)-mannose [165]. Une fois dans le Golgi, le noyau 

est modifié par l’ajout de plusieurs unités de α-(1→6)-mannose. Le résidu initial de                        

α-(1→6)-mannose est lié au noyau par action de l’enzyme Och1 et est ensuite étendu via la 

mannane polymérase I et II [166]. Des unités composées principalement de                                         

α-(1→2)-mannose viennent ensuite se greffer aux unités α-(1→6)-mannose. Chez                       

S. cerevisiae, ce processus est réalisé grâce aux actions de Mnn2, qui ajoute les premières 

unités de α-(1→2)-mannose, formant ainsi les ramifications. Ces dernières sont ensuite 

étendues avec l’addition de α-(1→2)-mannose supplémentaires, catalysées par Mnn5 [167]. 

En revanche, chez C. albicans, ces deux étapes seraient à priori uniquement réalisées par 

Mnn2 [165]. Ces ramifications peuvent également être terminées par d’autres résidus que sont 

le β-(1→2)-mannose ou encore le α-(1→3)-mannose. 
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De plus, les mannanes N- et O-glycosylés peuvent être modifiés avec des résidus de mannose 

liés à l'oligosaccharide par une liaison phosphodiester (au niveau d’un résidu                                      

α-(1→2)-mannose), appelée phosphomannane et cette action est prise en charge par les 

enzymes Mnt3 et Mnt5 [168]. Ce sont des unités de β-(1→2)-mannose qui viennent ensuite 

se lier au groupement phosphate par l'action de β-(1→2)-mannosyltransférases, notamment 

Bmt2, Bmt3 et Bmt5 [169]. 

 

A noter qu’en plus de la mannosylation, le mannane peut aussi être incorporé au 

phospholipomannane (PLM). Le PLM est principalement constitué de longues chaînes 

linéaires composées de β-(1→2)-mannoses et d'inositols liés de manière covalente par une 

liaison phosphodiester à un fragment lipidique [170]. La mannose inositolphosphocéramide 

mannosyltransférase, Mit1, est requise pour l’ajout des unités de mannose au groupe inositol 

[171]. 

 

Figure II.3 : Structure des mannanes N-glycosylés (A) et O-glycosylés (B) de la paroi de                    

C. albicans [94]. 
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  I.3.b) Rôle des mannoprotéines dans la pathogénicité de C. albicans 

 La reconnaissance des mannanes O-glycosylés est une voie relativement mineure 

pour la stimulation des cytokines dans les monocytes et les macrophages, et dépend de son 

interaction avec TLR4 [172]. Cela a d’ailleurs été confirmé dans un modèle de candidose 

invasive chez des souris déficientes en TLR4, où les souris dépourvues de ce récepteur sont 

aussi sensibles à la maladie systémique que les animaux témoins [173]. 

 La reconnaissance des mannanes N-glycosylés est en revanche beaucoup plus 

complexe car les résidus de mannose sont liés entre eux par différentes liaisons glycosidiques. 

Tout d’abord, le récepteur MR reconnaît les -mannoses provenant des ramifications de 

l’oligosaccharide [174]. C’est d’ailleurs sûrement pour cette raison que ce récepteur ne 

reconnaît pas les mannanes O-glycosylés. DC-SIGN, exprimé uniquement à la surface des 

cellules dendritiques, est également impliqué dans la reconnaissance des mannanes                         

N-glycosylés via les ramifications α-(1→2). Il est aussi efficace que le récepteur MR pour la 

liaison des cellules de C. albicans mais pourrait être mieux exprimé sur les cellules 

dendritiques que ce dernier [123]. Enfin, la dectine-2 participe aussi à cette reconnaissance 

mais interagit préférentiellemnt avec les oligosaccharides hautement mannosylés, et en 

particulier avec le noyau du mannane N-glycosylé [175]. 

 

 Le phospholipomannane mentionné précédemment est considéré comme un facteur 

de virulence de C. albicans, comme le démontre son aptitude à déclencher l'apoptose des 

macrophages lors de la phagocytose du pathogène [176]. Ce glycolipide stimule la production 

de TNFα par les monocytes et les macrophages et il est détecté par TLR2. Une étude a 

également montré que la perte de TLR4 et de TLR6 entraîne une diminution significative des 

taux de TNFα stimulés par le phospholipomannane [177]. 

 

 Dans le chapitre précédent, les principales protéines retrouvées dans la paroi de                        

C. albicans Hwp1 et Als3 avaient été décrites. Hwp1 est exclusivement exprimé dans la paroi 

cellulaire des tubes germinatifs et 75 % de la protéine totale est fixée de manière covalente à 

la paroi cellulaire via une ancre GPI, le reste étant librement réparti dans la paroi cellulaire 

[178]. Hwp1 est hautement mannosylée et contient trois sites potentiels de N-mannosylation 

et 184 sites potentiels de O-mannosylation [179]. Des mutants de mannane O-glycosylé 

produisent une protéine Hwp1 avec une plus grande mobilité de gel, ce qui suggère que Hwp1 

est significativement O-mannosylée [178]. 

 Les protéines ALS sont une famille de protéines d’adhésion exprimées dans la paroi 

cellulaire qui sont liées de manière covalente à la couche de glucane sous-jacente par une 

ancre GPI. Chez C. albicans, on compte huit membres dans la famille ALS et ils contiennent 

tous une séquence signal C-terminale pour l'ajout de l’ancre GPI suivie d'une région riche en 
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thréonine, qui contient plusieurs sites de O-mannosylation pour stabiliser la protéine dans la 

paroi cellulaire. Le domaine central des protéines ALS contient plusieurs sites de                          

N-mannosylation, qui peuvent être répétés, le nombre de répétitions variant entre les souches 

[180]. Comme beaucoup d'autres protéines de la paroi cellulaire, la distribution en surface et 

la localisation des membres de la famille ALS dépendent de la morphologie et des conditions 

de croissance [181]. Par conséquent, des changements globaux dans les taux de 

mannoprotéines affecteront considérablement la composition de la paroi cellulaire. 

Tout cela nous ramène finalement à la capacité de C. albicans à s’adapter à son 

environnement et à moduler la structure de sa paroi pour contrer les réponses immunitaires 

mises en place par l’hôte. Un autre aspect important dans cette adaptation est la résistance 

au stress auquel le pathogène fait face lors de l’invasion. La réponse au stress par C. albicans 

est principalement reliée à la production d’un autre glycanne, le tréhalose qui va venir renforcer 

la paroi cellulaire. 

 

II) Résistance au stress de C. albicans par le tréhalose 

 Le tréhalose est un disaccharide non réducteur contenant deux résidus de glucose liés 

entre eux par une liaison α-(1→1). Le tréhalose joue différents rôles, allant de la source 

d'énergie à la protection contre le stress, et il se retrouve dans les bactéries, les champignons, 

les plantes et les invertébrés, mais pas chez les mammifères [182]. Chez les champignons, le 

tréhalose agit à la fois comme principale réserve de glucides et comme protecteur cellulaire 

contre diverses agressions nutritionnelles et/ou environnementales (stress oxydatif, choc 

thermique, stress osmotique et salin, etc.), en augmentant la résistance cellulaire face à ces 

menaces [183]. 

 Pour ce faire, les modes d’action du tréhalose sont multiples et comprennent entre 

autres le remplacement de l’eau, la transition vitreuse et la stabilité chimique. Le remplacement 

des molécules d’eau par du tréhalose à la surface cellulaire permet de former des liaisons 

hydrogènes qui vont venir renforcer les différentes structures. Les liaisons hydrogènes ne se 

forment pas directement mais se font entre une molécule de tréhalose et deux molécules d’eau 

(Figure II.4A). Ce type d’arrangement structural apporte une meilleure flexibilité et permet ainsi 

au tréhalose d’interagir avec des phospholipides ou d’autres macromolécules polaires, bien 

qu’aucune preuve concrète n’a encore été trouvée concernant l’interaction entre le tréhalose 

et les protéines de la paroi cellulaire de C. albicans [184].  En ce qui concerne la transition 

vitreuse, il s’agit d’un phénomène complexe qui fait encore l’objet de nombreuses études 

physico-chimiques et ne sera ici pas développé en détail. Toujours est-il que cette transition 

est très intéressante car elle est reliée à la capacité des sucres à se solidifier dans certaines 

conditions environnementales de choc thermique ou de déshydratation ce qui assure la 

protection d’autres molécules plus sensibles. Dans le cas du tréhalose, son état vitreux est 
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différent de celui des autres sucres car il ne retient pas les molécules d’eau et ne forme donc 

pas de cristaux (Figure II.4B). De plus, sa température de transition vitreuse de 115 °C est la 

plus élevée de tous les sucres ce qui le rend (sous état vitreux) très stable à des températures 

élevées et dans des conditions de dessiccation [185]. Le rôle biologique de cette propriété du 

tréhalose est cependant très mal connu. Une dernière particularité de ce disaccharide est qu’il 

est non-réducteur ce qui signifie qu’il est beaucoup moins sensible à l’hydrolyse que les autres 

disaccharides. 

 Pour le moment, tous ces mécanismes ont surtout été étudiés dans un contexte agro-

alimentaire pour la conservation des aliments [184]. D'autres études visant à mieux cerner les 

propriétés biologiques du tréhalose sont donc nécessaires pour révéler pleinement ses 

mécanismes biologiques et son potentiel de protection des cellules et des molécules 

sensibles, et ce notamment dans la pathogenèse de C. albicans. 

 

Figure II.4 : Mode d’action du tréhalose dans la protection de C. albicans contre le stress. 

(A) Le tréhalose peut former des liaisons hydrogène avec les molécules d’eau en surface afin de 

remplacer ces dernières et ainsi d’assurer une flexibilité accrue et des interactions avec d’autres 

macromolécules. (B) Le tréhalose a également la capacité de passer à un état vitreux (solide) en cas 

de déshydratation ou de choc thermique lui permettant de protéger efficacement les molécules les plus 

fragiles [186].  
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 Si le tréhalose est actif au niveau de la membrane de C. albicans, sa biosynthèse est 

réalisée dans le cytoplasme. La principale caractéristique de la voie de biosynthèse est son 

lien direct avec la voie glycolytique. Cette voie comporte deux enzymes principales : la 

tréhalose-6-phosphate synthase (Tps1) et la tréhalose-6-phosphate phosphatase (Tps2) 

[187]. Tps1 convertit l'UDP-glucose et le glucose-6-phosphate (G6P) en UDP et en tréhalose-

6-phosphate (T6P). Ensuite, Tps2 vient transformer le T6P en tréhalose et en phosphate 

inorganique libre (Pi) (Figure II.5). Plus récemment, une troisième enzyme Tps3 a été mise en 

avant et celle-ci servirait à la régulation de la production du tréhalose chez C. albicans mais 

son mécanisme est encore mal connu. Une fois le tréhalose formé dans une cellule, il peut 

être dégradé en glucose par plusieurs tréhalases bien décrites. Chez C. albicans, on retrouve 

des tréhalases régulatrices qui fonctionnent dans des conditions neutres (pH 6 à 7,5) et qui 

ont une faible stabilité thermique [188]. 

 

 

Figure II.5 : Voie de biosynthèse du tréhalose chez C. albicans. 

La voie de biosynthèse du tréhalose démarre à partir du glucose-6-phosphate synthétisé à partir du 

glucose grâce aux hexokinases (HXK1/HXK2). Cette voie implique ensuite deux enzymes, à savoir la 

tréhalose-6-phosphate synthase (Tps1) suivie de la tréhalose-6-phosphate phosphatase (Tps2) pour 

donner le tréhalose. Enfin, ce tréhalose peut être dégradé en glucose par l’action de tréhalases 

régulatrices. 

 

 La voie de biosynthèse du tréhalose est très intéressante car pouvoir inhiber les 

enzymes Tps1 et Tps2 qui y sont impliquées permettrait d’empêcher C. albicans de se 

protéger en surface cellulaire lors d’une infection et ainsi favoriser la réponse immunitaire de 

l’hôte.  
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De plus, le tréhalose n’est pas synthétisé par les mammifères. Il est alors fort probable que le 

ciblage et le blocage de la voie par le biais de ses enzymes devraient avoir peu de 

conséquences pour le métabolisme des mammifères. Ainsi, on peut supposer que les 

inhibiteurs et/ou les antifongiques éventuels dirigés vers cette voie auraient peu de toxicité 

pour l'hôte. De nombreuses études ont d’ailleurs été menées sur ce sujet principalement sur 

des mutants tps1 et tps2.  

A 30 °C les souches mutantes tps1 se développent normalement mais à 42 °C elles 

ne peuvent se développer que sur du glucose et il faut alors les faire pousser sur du galactose 

ou du glycérol pour qu’elle puisse supporter des températures plus élevées [189]. De plus, ce 

mutant montre une virulence également atténué dans un modèle murin d'infection systémique 

[189]. D’autre part, la souche mutante tps1 présente une réduction importante de la viabilité 

cellulaire après une exposition à de fortes concentrations de peroxyde d'hydrogène H2O2, 

tandis que la souche sauvage conserve une bonne viabilité cellulaire associée à une 

augmentation du tréhalose intracellulaire [190]. Cependant, un traitement préalable des deux 

souches sauvage et tps1 avec une concentration non létale de H2O2 (0,5 mM) ou un stress 

thermique modéré (37 °C) les protège de manière similaire contre le stress oxydatif [191]. On 

peut donc en conclure à partir de ces résultats que l'accumulation de tréhalose joue un rôle 

majeur dans la protection des cellules de levure contre une exposition à un stress oxydatif 

important. En ce qui concerne les souches mutantes tps2, la mutation entraîne une 

décroissance légère dans la virulence dans un modèle murin de CI. En revanche, en double 

mutation avec une autre protéine GPR1 (un récepteur de nutriments activant l'AMP-protéine 

kinase A cyclique), la virulence est complètement atténuée. Le double mutant tps2/Gpr1 

accumule des taux très élevés de T6P dans des conditions de stress, avec un défaut de 

croissance lorsque cette accumulation est associée à des températures élevées [192].  

 

 Nous avons donc pour le moment passé en revue les différents composants qui 

constituent la paroi cellulaire de C. albicans et leur rôle protecteur lors de CI ainsi que leurs 

interactions avec les cellules immunitaires de l’hôte. Ces constituants de la paroi et notamment 

les polysaccharides β-D-(1→3)-glucanes et les mannanes sont d’ailleurs largement utilisés 

comme biomarqueurs en mycologie. La partie suivante va donc s’intéresser à ces tests et à 

leurs performances dans le diagnostic des CI.  
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III) Les polysaccharides de la paroi de Candida comme biomarqueurs pour le 

diagnostic des candidoses invasives 

 Les méthodes microbiologiques utilisées pour le diagnostic des CI se divisent en deux 

catégories : la première est une technique basée sur la culture dans laquelle on retrouve 

l’hémoculture mais aussi l’identification des espèces de Candida par spectrométrie de masse; 

la seconde est constituée de techniques non basées sur la culture (ou par détection de 

biomarqueurs) et c’est dans cette catégorie que se place notamment la détection des 

polysaccharides de la paroi de Candida. L’utilisation de ces méthodes pour le diagnostic des 

CI a fait l’objet de recommandations qui ont été élaborées par l’ESCMID [193].  

 

 III.1) Méthodes de diagnostic basées sur la culture 

 Parmi ces méthodes, on retrouve tout d’abord l’hémoculture qui reste aujourd’hui le 

gold standard en pratique clinique. Par contre, sa performance est globalement très mauvaise 

pour le diagnostic des CI. Comme nous l’avons vu précédemment, ces hémocultures peuvent 

être négatives jusqu'à 50 % des cas de candidose profonde confirmés par l'autopsie ou ne 

peuvent devenir positives que tard dans l'infection [194]. On estime en effet que le délai moyen 

pour l’obtention d’une hémoculture positive est de l’ordre de 50 heures, délivrant un résultat 

souvent après la survenue du décès du patient [138]. Des améliorations ont pu être apportées 

notamment avec l’utilisation de flacons d’hémocultures spécifiques aux champignons mis en 

incubation dans un automate qui détecte la production de CO2 en temps réel dans le flacon. 

Ce changement a par exemple permis un gain de sensibilité pour l’espèce C. glabrata et 

également un léger gain de temps pour C. albicans et C. glabrata mais toujours insuffisant 

pour un diagnostic rapide qui reste le point crucial [195]. 

 

 Une autre méthode se basant sur la culture est également utilisée en mycologie et 

utilise la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization-Time Of Flight) via deux appareillages que sont le MALDI-TOF Biflex III 

(Brüker, Billerica, Massachusetts, USA) ou le Vitek MS (Shimadzu, Kyoto, Japon). Cette 

technologie est aujourd’hui bien implantée dans la plupart des laboratoires de mycologie et 

permet une identification rapide de l’espèce avec un taux proche de 100 % [196]. Cependant, 

un prétraitement d’extraction des protéines en amont est nécessaire car l’analyse ne peut pas 

être directement effectuée sur des colonies obtenues en culture. Au-delà du fait que celui-ci 

ait un coût et un temps-technicien supplémentaire, le prétraitement pose aussi des problèmes 

de faux négatifs et de faux positifs lors de contamination par d’autres saprophytes 

environnementaux [197]. De plus, ces analyses nécessitent des hémocultures positives pour 

être réalisées [198]. Enfin, plusieurs systèmes différents sont commercialisés mais il n’existe 
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pas de base de données propre à chaque appareillage ce qui pose également quelques soucis 

de standardisation. 

 On s’aperçoit donc que chacune de ces méthodes comporte ses limites que ce soit au 

niveau de la sensibilité ou du délai de réponse. C’est pour ces raisons que d’autres méthodes 

ont été développées par d’autres voies non basées sur la culture, et qui s’orientent vers la 

détection de biomarqueurs. 

 

 III.2) Méthodes de diagnostic non basées sur la culture 

 Si de nombreuses techniques non basées sur la culture existent, seules quelques-unes 

d’entre elles sont commercialisées et disponibles en routine dans les laboratoires de 

mycologie. Ces méthodes concernent toutes la détection et le dosage de polysaccharides 

issus de la paroi cellulaire de Candida. Plus précisément, on y retrouve le dosage des                       

β-D-(1→3)-glucanes (BDG) et des mannanes (Mnn).   

 Le dosage du BDG s’effectue à partir de sérums de patients et repose sur sa capacité 

à activer la cascade de coagulation du lysat d’amébocyte de la limule (anthropode marin 

ancestral) présente dans le sang de Limulus polyphemus, la limule Nord-Américaine [199]. En 

présence de BDG, un zymogène à sérine protéase appelée facteur G est activé ce qui entraîne 

alors l’activation d’une seconde enzyme de pro-coagulation dans la cascade. L’activation du 

facteur G quant à elle se produit au préalable via la liaison du BDG simple brin à la sous-unité 

α du facteur G [200]. Parce que le BDG simple brin est nécessaire à l'activation, les 

échantillons de sérum sont prétraités avec un réactif alcalin qui encourage la conversion des 

formes multimères en simples brins [200]. La coagulation résultante peut ainsi être mesurée 

par spectrophotométrie, donnant une concentration indirecte en BDG qui est exprimée en 

pg/mL (Figure II.6). 

Le test BDG est commercialisé sous un kit nommé Fungitell® (Associates of Cape Cod Inc., 

East Falmouth, Massachusetts, USA). Avec ce kit, une valeur de BDG inférieure à 60 pg/mL 

est considérée comme un résultat négatif, une valeur comprise entre 60 et 79 pg/mL est un 

résultat indéterminé et une valeur de 80 pg/mL ou supérieure est un résultat positif. Le cutoff 

de ce test Fungitell est donc de 80 pg/mL. 
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Figure II.6 : Principe du dosage des β-D-(1→3)-glucanes (BDG) de la paroi cellulaire de Candida 

utilisé pour le diagnostic des candidoses invasives via le kit Fungitell® [201]. 

 

 De nombreuses études concernant les performances du BDG dans les CI ont été 

menées mais sont très hétérogènes. En effet, on retrouve pour le dosage BDG dans le 

diagnostic des CI des valeurs de sensibilité variant de 57 % à 97 % et de spécificité de 56 % 

à 93 %. Une méta-analyse rassemblant 11 études publiée en 2011 annonçait quant à elle une 

sensibilité de 75 % [16]. A noter que les résultats sont considérés comme optimaux lorsque 

deux tests consécutifs sont positifs [202]. Les principales limites à la détection du BDG sont la 

spécificité et les faux-positifs, et ce particulièrement chez les populations à haut risque. Les 

faux-positifs sont rares chez les témoins en bonne santé, mais ils sont fréquents chez les 

patients présentant une bactériémie à Gram positif et à Gram négatif, ainsi que ceux admis en 

unité de soins intensifs [203]. Les causes aux faux-positifs rencontrés dans le test de détection 

du BDG sont nombreuses et incluent notamment des interférences avec des produits issus du 

sang humain (albumine, immunoglobuline, facteurs de coagulation…), des infections 

bactériennes systémiques concomitantes ou encore une manipulation excessive de 

l’échantillon [203]. Malgré les limites du test BDG en tant qu’outil de diagnostic de la CI, il 

présente une caractéristique unique lorsqu’il est utilisé pour suivre la réponse au traitement en 

raison de son profil quantitatif [204]. En effet, une pente négative des valeurs de BDG est en 

corrélation avec un traitement réussi tandis qu’une pente positive des taux de BDG est corrélée 

à un échec du traitement [205]. Enfin, même si la cinétique du BDG dans la circulation 
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sanguine reste relativement mal comprise, des rapports de positivité ont été rapportés avant 

des hémocultures positives et dans des échantillons ante-mortem provenant de patients 

atteints d'une maladie confirmée par l'autopsie mais avec des hémocultures négatives [206].

  

 L’autre méthode commercialisée pour les tests diagnostiques de CI non-basés sur la 

culture est la détection des Mnn de la paroi de Candida. Plus précisément, les Mnn sont dosés 

par ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) de deux manières différentes : soit par 

dosage des antigènes (Ag) Mnn soit par dosage des anticorps (Ac) anti-Mnn en utilisant le kit 

commercialisé PlateliaTM (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France). En général, le dosage des 

Ag est limité par la clairance de la circulation sanguine et est donc transitoire [194]. Bien que 

l’impact de l’immunosuppression sur la détection des anticorps soit un sujet de préoccupation, 

un certain nombre d’études indiquent que ces tests donnent de bons résultats chez les patients 

atteints de neutropénie et de défauts immunitaires à médiation cellulaire [194], [207]. Les 

espèces non-albicans peuvent également être identifiées par des réponses aux antigènes 

recombinants de C. albicans [207]. Une problématique liée à ces dosages est par contre la 

complexation Ag/Ac. Pour pallier à ce problème, il a été proposé par la suite de combiner ces 

deux dosages en utilisant des Ac dirigés contre différents épitopes [208]. Dans une méta-

analyse effectuée à partir de 14 études, la sensibilité et la spécificité des Ag mannanes et des 

Ac anti-mannanes étaient respectivement de 58 % / 93 % et 59 % / 83 %. En combinant les 

deux tests, les valeurs de sensibilité ont été nettement améliorées tout en gardant une 

spécificité similaire avec un couple sensibilité/spécificité de 83 % / 86 %, les meilleures 

performances ayant été relevées pour les infections à C. albicans, C. glabrata et C. tropicalis 

[17]. De plus, le kit détectant les Ag Mnn par ELISA est normalement constitué d’un Ac 

monoclonal qui reconnaît les α-(1→2)-mannanes mais une étude a montré qu’il était possible 

d’améliorer la sensibilité de ce test en y ajoutant un second anticorps monoclonal 

reconnaissant cette fois-ci les β-(1→2)-mannanes [209]. En ce qui concerne la précocité des 

résultats, une étude sur la candidémie a mis en avant qu’au moins un test était positif avant 

l’hémoculture chez 73 % des patients [210]. Des diagnostics précoces de candidémie ont par 

la suite été corroborés par d'autres études [17]. 

 

 Pour les méthodes de détection du BDG et du Mnn, le problème majeur est que la 

plupart du temps, les témoins utilisés dans les études sont composés de sujets sains. Or, cette 

utilisation n’est pas forcément la plus adaptée à la problématique clinique qui est de pouvoir 

discriminer une population présentant des facteurs de risques de CI connus mais n’ayant pas 

connu d’épisode de CI avéré. Cet aspect remet d’ailleurs en avant la complexité du processus 

d’infection de Candida et la barrière entre colonisation et invasion. Globalement, ce qui ressort 

de la majorité des études est une bonne sensibilité du test BDG mais une spécificité 
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relativement faible et inversement pour le test de détection des Mnn. Ces deux techniques se 

complémentent donc bien mais elles restent des méthodes très coûteuses pour les hôpitaux 

et demandent un temps-technicien important.  

 D’autres méthodes non-basées sur la culture existent cependant. On peut citer 

notamment la détection d’ADN par PCR qui est de prime abord très intéressante car elle 

permet d’identifier rapidement différentes espèces de Candida et de faire le diagnostic de CI 

à hémocultures négatives en temps réel. Cependant, le manque de validation et de 

standardisation a limité la mise en œuvre de la PCR dans la pratique clinique quotidienne. La 

sensibilité et la spécificité de différents tests PCR ont été évaluées dans une méta-analyse 

regroupant 54 études [211]. Malgré des rapports prometteurs, une grande variation des 

performances a été constatée en fonction du type d’échantillon (sérum, sang total ou plasma), 

du gène cible de la PCR et du nombre de tests PCR effectués pour définir la présence ou non 

de l’infection. Les auteurs de cette méta-analyse ont conclu que la PCR sur sang total utilisant 

des amorces pan-fongiques pouvait permettre une meilleure précision du diagnostic, mais des 

rapports contradictoires d'études individuelles ont également été publiés [212]. Ce sont donc 

pour toutes ces raisons que la PCR n’est pas utilisée en routine mycologique et qu’elle ne fait 

pas non plus l’objet de recommandations. 

Plus récemment, le test T2MR (T2Biosystems, Inc., Wilmington, Massachussets, USA) 

a été approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) pour son utilisation dans le 

diagnostic des candidémies même si il représente un coût important. Ce test combine la 

résonance magnétique nucléaire et le dosage moléculaire par PCR afin de détecter et de 

définir directement les espèces de Candida à partir d'échantillons de sang total [18]. Plus 

précisément, la technique T2MR permet de détecter 5 espèces de Candida : C. albicans, C. 

glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis et C. krusei via un appareillage spécifique (T2Dx). Le 

T2MR représente une méthode de diagnostic moléculaire très prometteuse pour le diagnostic 

des candidémies mais des études restent encore à faire pour déterminer la performance du 

T2MR chez les patients diagnostiqués avec des infections profondes en suivant ces patients 

avec le test T2MR, les hémocultures et le marqueur fongique. 

 

 Dans cette partie, nous avons passé en revue les différents tests microbiologiques 

existants pour le diagnostic des CI, qu’ils soient basés sur la culture ou non. Cependant, toutes 

ces techniques comportent leurs limites qui sont généralement liées au coût et/ou aux 

performances. Le besoin de nouveaux tests diagnostiques pour les CI est donc toujours 

d’actualité et des améliorations restent à apporter afin de les diagnostiquer le plus rapidement 

possible et ainsi de mettre en place un traitement antifongique adapté dans les meilleurs 

délais. 
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Conclusion de la partie introductive sur Candida 

 Le genre Candida comporte de nombreuses espèces réparties dans deux clades. La 

plupart d’entre elles sont retrouvées dans le clade CTG de Candida et quelques-unes se 

rapprochent plutôt de S. cerevisiae et sont comprises dans le clade WGD. C. albicans reste 

aujourd’hui l’espèce la plus répandue dans les CI même si d’autres espèces sont de plus en 

plus impliquées comme C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis et C. krusei. D’autres 

émergentes comme par exemple C. lusitaniae et C. guilliermondii ont également été 

identifiées. 

 

 C. albicans est un champignon polymorphe qui peut se développer sous forme de 

levure, de pseudohyphe ou de véritables hyphes. Cette capacité est importante dans la 

virulence car elle caractérise le passage de la forme commensale à pathogène. Les 

mécanismes mis en jeu dans la pathogenèse de C. albicans sont cependant très complexes 

et comportent de nombreuses étapes débutant par la colonisation et se poursuivant jusqu’à 

l’invasion des tissus. 

Au cours de ce processus, le pathogène mais également l’hôte, sont actifs. On peut distinguer 

d’une part la stratégie de défense de l’hôte, avec notamment le déclenchement de la réponse 

immunitaire et d’autre part l’adaptation du pathogène face à cet environnement. Ces stratégies  

nous ramènent ainsi au cœur du sujet de thèse global sur les relations hôte-pathogène qui 

s’établissent lors d’une infection, et plus particulièrement ici la CI. Ces relations sont d’ailleurs 

très fragiles et nécessitent un bon équilibre de la réponse immunitaire. En effet, même si elle 

permet d’engendrer la destruction de l’agent pathogène, elle peut aussi s’avérer délétère pour 

l’hôte si elle devient trop importante. 

 

Concernant l’hôte, la réponse immunitaire est composée de deux phases :  

- La première représente la réponse immunitaire innée qui consiste en la reconnaissance des 

motifs structuraux (PAMPs) de la paroi cellulaire de Candida par les récepteurs des différentes 

cellules immunitaires de l’hôte (PRRs) mises en jeu (monocytes, macrophages, polynucléaires 

neutrophiles et cellules dendritiques). Une fois les motifs structuraux reconnus, les cellules 

immunitaires peuvent alors procéder à la phagocytose des cellules de C. albicans.  

- La seconde phase est dite adaptative puisqu’elle implique les lymphocytes T et B, permettant 

ainsi de produire une réponse spécifique à l’antigène mais également une réponse mémoire 

en cas de réinfection. 

 

Pour le pathogène, ce sont essentiellement les composants de la paroi (β-D-glucanes, 

mannoprotéines et phospholipomananne) qui sont impliqués dans les interactions avec l’hôte 

car ces éléments sont reconnus par les PRRs de l’hôte. C. albicans a la capacité de modifier 
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la structure de sa paroi afin d’échapper à la réponse immunitaire de l’hôte. Il est également 

apte à résister aux fortes conditions de stress auxquelles il est soumis pendant le processus 

infectieux et notamment grâce au tréhalose qui va assurer un rôle de protection contre les 

agressions extérieures.  

 

  A partir des nombreuses avancées sur la compréhension des mécanismes liés aux 

relations hôte-Candida lors de CI, des traitements antifongiques ont pu être développés et un 

large panel de ces composés est aujourd’hui disponible. La morbi-mortalité associée aux CI 

reste cependant très élevée et celle-ci s’explique par un problème de diagnostic. Le gold 

standard actuellement utilisé pour le diagnostic de ces CI est l’hémoculture qui possède une 

sensibilité très faible de l’ordre de 50 % alors que tout l’enjeu ici est de poser un diagnostic 

précoce afin de pouvoir administrer un traitement antifongique dans les meilleurs délais. En 

effet, le risque de mortalité croît de manière exponentielle en l’espace de 48 h sans traitement.  

L’hémoculture se révèle fréquemment positive après ce délai ou de manière post-mortem dans 

18% des cas ce qui signifie que ces patients n’auront même pas reçu de traitement 

antifongique avant leur décès. Dans ce contexte, différentes méthodes ont été développées 

afin d’améliorer le diagnostic des CI. Ces techniques peuvent être divisées en deux catégories 

selon le recours à la culture ou non. Parmi les techniques commercialisées et recommandées, 

on retrouve principalement le dosage de deux polysaccharides de la paroi cellulaire de 

Candida, à savoir les β-D-(1→3)-glucanes (BDG) par test limulus et les mannanes (Mnn) par 

ELISA. Toutefois, ces tests comportent également des limites de performance et représentent 

une charge financière considérable pour les établissements hospitaliers.  

 Ainsi, la mise au point de nouveaux tests pour le diagnostic des CI reste un enjeu de 

santé publique. Le développement de ces tests doit être réalisé avec des objectifs clairs : 

réduire les coûts afin de rendre leur accès plus aisé et présenter de bonnes performances 

pour le diagnostic précoce, c’est-à-dire avant l’hémoculture positive, afin de réduire 

considérablement la mortalité.  
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 Dans le contexte actuel du diagnostic des CI, un nouveau test a pu être développé. La 

technique se base sur la détection de glycanes fongiques circulants dans le sérum de patients 

atteints de CI par spectrométrie de masse MALDI-TOF. Le projet a été initié il y a maintenant 

près de 10 ans par une collaboration entre l’équipe anciennement dirigé par le Pr. Daniel 

Poulain et aujourd’hui sous la responsabilité le Pr. Boualem Sendid (Fungal associated 

invasive and inflammatory diseases, Lille Inflammation Research International Center (LIRIC), 

U995, Université de Lille), le service de parasitologie-mycologie du Centre Biologie Pathologie 

Génétique (CBP) du CHRU de Lille et l’équipe du Dr. Yann Guérardel (Glycobiologie 

structurale des interactions hôtes-pathogènes, Unité de Glycobiologie Structurale et 

Fonctionnelle (UGSG) UMR8576, Université de Lille, Villeneuve d’Ascq).  

Au départ, l’idée était d’analyser des sérums préalablement traités de patients atteints de CI 

par MALDI-TOF afin de détecter par une méthode alternative des fragments de polysacchrides 

pariétaux circulant. En effet, l’identification des Mnn et des BDG par voie immunologique en 

utilisant les tests Fungitell® et PlateliaTM laissaient entrevoir l’utilisation du MALDI-MS dont 

l’utilisation clinique se démocratisait pour une détection biochimique directe. Les spectres 

obtenus ont ensuite été confrontés à d’autres provenant de sérums de patients sains 

(provenant de l’Etablissement Français du Sang, EFS) pour comparaison des signaux. Il en 

est finalement ressorti qu’un signal à m/z 365 associé à un disaccharide Hex2 redondant 

apparaissait de manière très intense chez les patients infectés et pouvant correspondre à un 

disaccharide. Cette hypothèse a par la suite été rapidement validée par des analyses 

complémentaires permettant de confirmer avec certitude la forte présence d’un disaccharide 

chez les patients malades.  

 Les essais ont alors été poussés plus loin avec l’élaboration d’une première cohorte de 

patients candidémiques et de sujets sains afin d’établir les performances de cette nouvelle 

méthode et de la positionner par rapport aux autres tests existants et notamment le BDG et le 

Mnn. Cette première étude a fait l’objet d’un article ‘princeps’ permettant de mettre en avant le 

principe de la méthode et les résultats obtenus sur la première cohorte. Ce premier article sera 

présenté dans la partie résultats qui suit (Sendid B. et al., 2015). Au cours de cette étude, un 

brevet a également été déposé et l’entreprise Biomérieux (Marcy-l’Etoile, Lyon) a été 

démarché afin d’améliorer les conditions expérimentales notamment au niveau de la 

préparation de l’échantillon dans une optique de commercialisation par ce dernier. Toutes ces 

collaborations ont été regroupées au sein de la Société d’Accélération du Transfert de 

Technologie (SATT) Nord située à Lille. Cette société a pour but de faire le lien entre la 

recherche académique et les industriels lorsqu’une nouvelle technologie a été découverte et 

qu’une commercialisation est envisagée. Des financements ont ainsi été engagés d’une part 

par l’industriel Biomérieux et d’autre part par la SATT Nord pour poursuivre les investigations 

sur ce nouveau test de diagnostic des CI. Ces financements ont permis notamment mon 
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recrutement pour deux ans en tant qu’ingénieur de maturation avant  le début de mon projet 

de thèse. 

 Au cours de mon contrat doctoral, j’ai continué à participer à ce projet au travers de 

deux actions. Premièrement, j’ai finalisé les études engagées précédemment sur une seconde 

cohorte plus importante qui incluait des patients atteins d’autres infections fongiques invasives 

(IFI), à savoir l’aspergillose et la mucormycose. Si les témoins de la première étude se sont 

cantonnés à des sujets sains EFS, les contrôles ont ici été choisis méticuleusement et selon 

des critères cliniques bien précis. Par exemple, pour les CI, les témoins étaient constitués de 

patients hospitalisés en réanimation et qui ont connu une colonisation par Candida mais n’ont 

cependant pas eu d’épisode de CI avéré. Cette sélection plus fine a ainsi permis de faire une 

comparaison plus adéquate des performances des différents tests et surtout plus proche de la 

réalité clinique. Cette étude a débouché sur une publication qui sera exposée plus en détail 

dans les résultats (Mery A. et al., 2016). Ce travail a été complété par une étude multicentrique 

regroupant 6 centres experts internationaux à laquelle j’ai également participé. Cette étude 

multicentrique a ainsi permis de valider la robustesse de la méthode et celle-ci sera présentée 

en détail via les résultats du troisième article (Cornu M. et al., 2018). 

 

 Deuxièmement, je me suis impliqué dans l’identification du signal saccharidique 

détecté et à l’étude des mécanismes impliqués dans la genèse du signal associé. Au cours de 

mon travail de thèse, nous avons confirmé que le disaccharide identifié dans les sérums de 

patients infectés était majoritairement constitué de tréhalose. Comme mentionné dans 

l’introduction, le tréhalose joue un rôle prépondérant dans les mécanismes de résistance au 

stress de Candida lors de l’infection. De nouvelles études ont alors été menées pour mieux 

comprendre le mécanisme de relargage de ce disaccharide par Candida. Les différents 

résultats qui ont été obtenus seront présentés sous forme d’une version préliminaire  d’un 

article en vue d’une publication prochaine.  
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Chapitre III : Développement d’un nouveau test pour le 

diagnostic des candidoses invasives  
 

 Dans le contexte des CI décrit dans la partie introductive, une nouvelle méthode de 

diagnostic de cette infection a été développée. Cette technique se base sur l’analyse de 

glycannes fongiques circulants dans les sérums de patients infectés par spectrométrie de 

masse. Dans un premier temps, il a fallu étudier les performances de ce nouveau test en le 

comparant notamment à ceux déjà disponibles sur le marché et qui ciblent les glycannes 

pariétaux de Candida, à savoir le BDG et le Mnn. Ce chapitre va ainsi se focaliser sur cet 

aspect via les études réalisées sur différentes cohortes et en s’appuyant sur les articles 

publiées au cours de ces travaux.  

Nous verrons également à travers les publications que les études ont été étendues à d’autres 

infections fongiques invasives (IFI) telles que les aspergilloses et les mucormycoses. Les 

investigations menées sur ces IFI sortant cependant du propos de ce projet de thèse, elles ne 

seront pas mentionnées volontairement dans ce chapitre. Il est juste à retenir que de bons 

résultats ont été obtenus pour ces autres IFI et ont mis en évidence un aspect panfongique du 

nouveau test diagnostic avec des valeurs sensiblement différentes par rapport à celles 

observées pour les CI. 

 

I) Principe de la méthode et étude sur une première cohorte  

 Cette première partie se réfère à l’article de Sendid B. et al. paru en 2015 dans Journal 

of Clinical Microbiology and Infection. Celui-ci a été reporté en Annexe 1 et une discussion va 

ici être écrite en se basant sur les résultats découlant de cet article. 

  

 La première étape du développement au nouveau test diagnostic consiste à purifier les 

glycannes sériques tout d’abord en précipitant les protéines contenues dans ces derniers par 

traitement à la chaleur après ajout d’EthylèneDiamineTétraAcétique (EDTA). Après 

centrifugation, le surnageant est purifié sur une colonne biphasique spécialement élaborée 

pour le cas présent. Celle-ci consiste en une première phase polymérique normale pour 

éliminer les dernières traces de protéines et de lipides et est suivie d’une seconde phase 

carbographe pour s’acquitter des sels provenant de l’EDTA et du glucose présent en très large 

quantité dans les sérums. Etant donné que ce test a vocation à être transposé en clinique, des 

solvants non toxiques ont été utilisés et c’est pour cette raison que l’éthanol a été choisi pour 

cette purification sur colonne à la place de l’acétonitrile généralement privilégié.  

La fraction d’intérêt est séchée puis solubilisée dans un minimum de volume d’eau pour une 

analyse par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF. Un signal à m/z 365 a rapidement 
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été identifié chez les patients infectés et a été relativement quantifié par rapport à un pic 

matriciel à m/z 361 qui s’est avéré stable au fil des analyses. Ce rapport entre ces deux signaux 

365/361 m/z a été nommé MS-DS index (Mass Spectrometry-DiSaccharide) et a donc été 

exprimé en %. Le signal à m/z 365 correspond en effet à un disaccharide puisque les analyses 

sur ces mêmes sérums après perméthylation ont montré un décalage de 112 m/z qui ne peut 

s’apparenter qu’à un disaccharide. Cette méthode permet en effet de remplacer les 

groupements hydroxyles OH par des groupements hydroxy-méthyls O-CH3 ce qui explique ce 

décalage de m/z. Il est important de noter que la matrice qui a été choisie pour l’ensemble des 

analyses en spectrométrie de masse sur le versant Candida du projet de thèse est la matrice 

ionique liquide (ILM pour Ionic Liquid Matrix) DHB-Py (acide 2,5-DiHydroxyBenzoïque-

Pyridine). Cette matrice DHB est celle qui est la plus largement utilisée pour l’analyse des 

sucres et la pyridine a ici été ajoutée pour une meilleure homogénéité du dépôt sur la plaque 

MALDI. 

 

 Suite à l’établissement du MS-DS index, une première étude sur une cohorte 

composée de sérums de patients candidémiques (25 sérums provenant de 21 patients) en 

confrontation avec des sérums de sujets sains EFS (21 sérums) a vu le jour. L’idée a ici été 

de comparer les tests BDG et Mnn déjà bien ancrés en clinique avec la nouvelle méthode du 

MS-DS index. Pour ce faire, les valeurs issues de ces trois tests ont été acquises pour chacun 

des sérums de la cohorte et ont été reportées dans un tableur avec les autres informations 

cliniques concernant les différents patients. Il a de ce fait été possible à partir de toutes ces 

valeurs collectées de réaliser la courbe ROC (Receiver Operating Characteristic) pour chacun 

des tests évalués dans l’étude. Une courbe ROC permet d’évaluer les caractéristiques de 

performance d’un test par mesure de sa sensibilité et de sa spécificité. Ainsi, le meilleur 

compromis sensibilité/spécificité a pu être établi pour le MS-DS index pour un cutoff à 86 %, 

c’est-à-dire qu’au-delà de cette valeur, le test a été considéré comme positif dans le cadre de 

cette étude (Figure III.1). Pour le BDG et le Mnn, les cutoffs définis par le fabricant ont été 

respectés, à savoir 80 pg/mL et 74 pg/mL respectivement.  
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Figure III.1 : Comparaison du BDG, Mnn et MS-DS index des sérums provenant de la première 

cohorte. 

(A) Courbes ROC basées sur la comparaison entre le groupe de patients candidémiques et le groupe 

de sujets sains EFS : BDG, ligne grise; Mnn, ligne pointillé noire et MS-DS index, ligne noire. (B) Cutoffs 

établis à partir des courbes ROC et les rapports sensibilité/spécificité correspondants. 

 

 Les performances se sont montrées très satisfaisantes pour chacun des tests avec une 

spécificité identique de 100 % mais avec une sensibilité accrue pour le MS-DS index à 96 % 

contre 33 % pour le Mnn et 81 % pour le BDG.  

 

 En parallèle, des expériences sur modèle murin ont été menées afin de mettre en 

évidence la présence du signal disaccharidique uniquement chez des souris malades et non 

pas chez des souris colonisées à C. albicans ou saines. Cette étude intermédiaire était en 

effet importante pour écarter la possibilité de retrouver de manière significative le signal 

disaccharidique chez des patients colonisés ce qui aurait rendu obsolète l’étude sur une 

seconde cohorte. Pour réaliser ces expériences modèles, des souris ont subi une induction 

d’inflammation au DSS (Dextran Sulfate Sodium) puis un gavage à C. albicans afin de mimer 

la colonisation. En effet, l’induction de l’inflammation fragilise le tractus gastro-intestinal en 

réduisant la population bactérienne ce qui permet aux champignons de proliférer lors du 

gavage à C. albicans. D’autres souris quant à elles ont été soumises à une injection de                 

C. albicans directement par intraveineuse pour induire chez ces dernières une candidémie 

profonde. Comme prévu, le signal à m/z 365 n’a été observé que dans les sérums de souris à 

candidose systémique et a donc rendu possible l’étude sur la seconde cohorte 

candidémique/colonisé. Cette étude à laquelle j’ai participée a servi de préambule aux travaux 

que j’ai ensuite développés au cours de sujet de thèse. Celle-ci a été publiée dans un article 

placée en Annexe 1 pour information. 
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II) Performances du MS-DS index sur cohorte composée de patients 

candidémiques et colonisés 

 L’étude princeps, comme rapporté ci-dessus, a mis en évidence les bonnes 

performances du MS-DS index. Néanmoins, les sujets sains EFS sélectionnés ne 

correspondaient pas à la réalité clinique dans laquelle on ne retrouve pas de sujets sains. De 

fait, il nous a semblé plus judicieux pour la suite de privilégier des sérums de sujets hospitalisés 

colonisés par Candida mais n’ayant pas développé de CI avérée afin de mettre en évidence 

de manière plus concrète la robustesse de la méthode MS-DS index. Pour ce faire, une 

seconde cohorte composée de patients candidémiques et de patients hospitalisés colonisés a 

été élaborée selon des critères cliniques bien précis afin de bien distinguer ces deux groupes 

de patients. Cette seconde étude a fait l’objet d’une publication dans Journal of Clinical 

Microbiology en 2016 par Méry et al. qui est fournie dans le présent chapitre. Les critères 

d’inclusion des différents patients se sont montrés plus drastiques pour cette nouvelle étude. 

Il a fallu en effet intégrer de nouveaux éléments et notamment l’index de colonisation pour les 

sujets contrôle hospitalisés. C’est cet index qui permet justement en partie de déterminer si 

des patients sont colonisés ou pas à Candida. D’autres critères recommandés par l’EORTC 

(European Organization for Research and Treatment of Cancer) qui est l’organisme fixant les 

recommandations en termes clinique et biologique pour le diagnostic des IFI ont également 

été pris en considération dans l’établissement de cette seconde cohorte. L’ensemble des 

éléments pris en compte sont résumés dans les Tableaux 1 et 2 de l’article présenté ci-

dessous. 

 

 Une fois celle-ci mise en place, l’étude des performances de chaque test diagnostic a 

été effectuée comme précédemment. Les courbes ROC associées (se référer à la Figure 1 de 

l’article) ont ainsi pu être réalisées et le cutoff du MS-DS index a cette fois-ci été établi à          

325 % pour le meilleur compromis sensibilité/spécificité. Ces résultats ont mis en exergue une 

fois de plus les bonnes performances du MS-DS index avec une sensibilité de 62 % et une 

spécificité de 84 %. Plus particulièrement, on retrouve ici les tendances généralement décrites 

pour les deux tests BDG et Mnn sur le diagnostic des CI, à savoir une bonne sensibilité pour 

le BDG au détriment de la spécificité et inversement pour le Mnn. De plus, la méthode MS-DS 

index se positionne très bien par rapport à ces deux tests puisqu’elle comporte une sensibilité 

ainsi qu’une spécificité très satisfaisante. A noter que les courbes ROC ont été faites par sérum 

mais aussi par patient et que cela a permis une nette amélioration de la sensibilité du MS-DS 

index en perdant un peu de spécificité alors que les performances des autres biomarqueurs 

n’ont pas été affectées par ce changement. Le fait de se positionner au niveau du patient a 

l’avantage de permettre un suivi cinétique grâce aux dates des différents sérums prélevés par 

rapport à l’hémoculture positive. De plus, il est plus judicieux de comparer dans un second 
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temps les performances d’un test selon toutes les données d’un patient plutôt que sur les 

sérums pris individuellement qui ont moins de signification clinique. 

 

 Pour aller plus loin, des corrélations de Spearman ont été réalisées entre le MS-DS 

index et les deux autres tests pour les patients candidémiques et les sujets contrôles 

hospitalisés colonisés. En effet, la corrélation de Spearman est une mesure statistique non 

paramétrique entre deux variables. Elle consiste à déterminer un coefficient de corrélation 

lorsque deux variables semblent corrélées mais sans que la relation entre ces deux dernières 

soit de type affine. Les résultats de ces corrélations ont été représentés sur la Figure III.2 avec 

les coefficients de corrélation associés. Seul un signe de corrélation a été observé entre le 

MS-DS index et le BDG pour les contrôles colonisés (r=0,5) mais aucun n’a été retrouvé chez 

les patients candidémiques ni même entre le Mnn et le MS-DS index. Cela signifie donc que 

ces biomarqueurs ne circulent pas au même moment pour un sérum donné provenant d’un 

patient spécifique. 

 

 

Figure III.2 : Corrélations de Spearman entre le BDG et le MS-DS index pour les patients 

candidémiques (A) et les sujets contrôle hospitalisés (C) et entre le Mnn et le MS-DS index pour les 

patients candidémiques (B) et les contrôles associés (D). 

 

D’autres paramètres ont été étudiés comme par exemple le lien entre la mortalité et les valeurs 

des trois biomarqueurs. Il en est ressorti que la mortalité était corrélée à des taux de MS-DS 

index élevés chez les patients candidémiques. De plus, il était également important d’évaluer 



60 
 

les performances des tests pour le diagnostic précoce des CI car pour rappel, celui-ci 

représente un enjeu crucial dans l’intérêt de la méthode développée. Pour ce faire, les valeurs 

positives de chaque test pour les sérums disponibles avant l’hémoculture ont été 

comptabilisées (voir Figure 2 de l’article). Un nombre de sérums plus important se sont 

montrés positifs pour le BDG suivi du MS-DS index et du Mnn. Ces résultats sont finalement 

directement corrélés avec la sensibilité de chaque test. Cependant, comme cela avait été 

constaté lors de l’élaboration des courbes ROC, si l’on se place au niveau du patient et non 

plus du sérum, les performances du MS-DS index sont beaucoup plus intéressantes avec un 

nombre de patients détectés malades proche de celui du BDG.  

 

 Grâce à toutes ces analyses menées sur la seconde cohorte plus significative en terme 

de sélection des contrôles pour confrontation avec les patients candidémiques, plusieurs 

points importants ont émané de cette étude : 

- Premièrement, les performances du MS-DS index sont satisfaisantes par rapport aux autres 

biomarqueurs BDG et Mnn et celles-ci sont encore augmentées lorsque l’on se place du point 

de vue du patient. 

-  Le MS-DS index est plus sensible que le Mnn et plus spécifique que le BDG pour le 

diagnostic des CI. De plus, le MS-DS index a semblé mieux complémenter le BDG que le Mnn 

pour cette étude. 

- Le MS-DS index possède également des caractéristiques avantageuses qui entrent en ligne 

de compte. Il s’agit en effet d’une méthode simple à mettre en œuvre, fiable, robuste, 

adaptable à différentes taille de séries, économique et facilement réalisable dans tout 

laboratoire équipé d’un spectromètre de masse de type MALDI-TOF. 

 

 Suite à ces bons résultats affirmant la robustesse de la technique MS-DS index, une 

dernière cohorte a été mise en place et a fait cette fois-ci appel à des centres extérieurs 

européens spécialisés dans chacune des IFI à avoir été étudié. Seuls les résultats sur les CI 

seront une fois de plus évoqués dans le cadre de ce projet de thèse.   
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III) Elargissement de la cohorte à des centres européens spécialisés  

 Cette dernière partie a donc été étendue à d’autres centres en proposant des sérums 

extérieurs à ceux du CHRU de Lille qui ont été utilisés jusqu’à maintenant afin d’élargir le panel 

des résultats et renforcer la robustesse de la méthode MS-DS index. Ce travail auquel j’ai 

participé au cours de ma thèse de doctorat a été sujet à une publication par Cornu et al. parue 

en 2019 dans Journal of Clinical Microbiology qui sera ici reporté en Annexe 2 car il comporte 

des analyses très diverses de plusieurs IFI.  

  

 Concernant les CI, 57 sérums candidémiques provenant de 27 patients nous ont été 

fournis par l’Hôpital Universitaire de Gênes en Italie et par l’Université catholique du Sacré-

Cœur de Rome. Les contrôles appropriés bactériémiques nous ont quant à eux été envoyés 

par l’Hôpital Universitaire de Lausanne en Suisse (23 plasmas de 22 patients). Une carte 

récapitulative avec les différents sérums qui nous ont été fournis par chaque centre a été 

représentée sur la Figure III.3 avec également les autres IFI qui ne feront ici pas l’objet d’une 

analyse approfondie.  

 

 

Figure III.3 : Carte d’Europe avec les différents centres médicaux impliqués dans l’étude de la 

cohorte multicentrique ainsi que les sérums fournis par ces derniers. 

 

Les analyses de courbes ROC et de diagnostic précoce ont notamment été effectuées 

sur les sérums mis à disposition ainsi que des courbes de cinétique pour chaque biomarqueur 

lorsque plusieurs sérums étaient disponibles par patient (Figure III.4 reporté de la Figure 2 de 

l’article). Comme précédemment, les performances du MS-DS index  concurrencent bien les 

deux autres tests et ce surtout quand on se place sur les analyses par patient (61,5 % de 

senbilité pour 87 % de spécificité). Une fois de plus, la sensibilité a été nettement améliorée 
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avec un gain de plus de 10 points sans modifier la très bonne spécificité déjà acquise lors des 

analyses par sérum.  

    

 

Test Cutoff Sensibilité Spécificité AUC 

BDG 80 79.0 73.9 0.872 

Mnn 62.5 47.3 100 0.908 

MS-DS 
index 

325 50.9 87.0 0.772 

 

Figure III.4 : Comparaison du BDG, Mnn et MS-DS index des sérums provenant de la cohorte 

multicentrique. 

Courbes ROC basées sur la comparaison entre le groupe candidémiques et le groupe de sujets 

colonisés par sérum (A) et par patient (C) : BDG, ligne grise; Mnn, ligne pointillé noire et MS-DS index, 

ligne noire. Cutoffs établis à partir des courbes ROC et les rapports sensibilité/spécificité correspondants 

par sérum (B) et par patient (D). 

 

 Une cinétique d’un patient candidémique dont trois sérums ont pu être purifiés est 

également présente dans l’article. Celle-ci a mis en avant la circulation différente du MS-DS 

index en comparaison avec le BDG et le Mnn. En effet le MS-DS index se positive au cours 

de la cinétique et le reste jusqu’au bout de cette dernière tandis que la tendance inverse a été 

observée pour les deux autres biomarqueurs (Figure III.5A reprise de la Figure 3A de l’article).  

Des exemples de cinétiques provenant de deux autres patients de la cohorte multicentrique 

candidémique ont ici également été reportés sur la Figure III.5B. Une fois de plus, on remarque 

que le MS-DS index circule de manière différente par rapport aux autres biomarqueurs. On a 

en effet pour le patient 5 (voir Tableau 1 de l’article) un MS-DS index qui ne se positive qu’en 

fin de cinétique alors que le Mnn décroît pour arriver à des valeurs en-dessous du cutoff et 

que le BDG reste quant à lui positif tout au long de la cinétique. En ce qui concerne le patient 

3, le MS-DS index reste positif pendant toute la durée de la cinétique ce qui n’est pas le cas 

du BDG et du Mnn. 
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Figure III.5 : Exemples de cinétiques des biomarqueurs sériques provenant de trois patients 

candidémiques de la cohorte multicentrique. 

Le jour 0 indique la date de l’hémoculture positive et les biomarqueurs BDG (carré noir), Mnn (triangle 

noir) et MS-DS index (rond noir) sont représentés avec leurs cutoffs respectifs (80 pg/mL pour le BDG, 

62,5 pg/mL pour le Mnn et 325 % pour le MS-DS index). 

  

Conclusion de la partie clinique  

 Le développement du nouveau test de diagnostic des CI se basant sur l’analyse des 

glycannes circulants dans les sérums de patients par spectrométrie de masse a permis 

l’identification d’un signal disaccharidique spécifique et à l’élaboration d’un index MS-DS en 

calculant le rapport de ce signal avec un autre signal matriciel. Cet index a ensuite été 

confronté aux autres biomarqueurs (BDG et Mnn) actuellement disponibles sur le marché afin 

d’établir ses performances. 

 

 En reprenant l’ensemble des résultats provenant des trois cohortes, la robustesse du 

nouveau test MS-DS index a ainsi pu être validée. Grâce à des études comparatives, le MS-

DS index se place favorablement en apportant un compromis sensibilité/spécificité très 

intéressant. En effet, si le BDG comporte une bonne sensibilité, sa spécificité lui fait 

généralement défaut alors que la détection du Mnn apporte une très bonne spécificité au 

détriment d’une faible sensibilité. Le MS-DS index quant à lui se positionne finalement entre 

ces deux tests avec une sensibilité et une spécificité certes plus faibles que le BDG et le Mnn 
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respectivement mais avec des scores tout à fait honorables et adaptés à l’utilisation de ce test 

en clinique. De plus, le MS-DS index complémente davantage le BDG que le Mnn comme 

nous avons pu le voir à travers ce chapitre.  

Ce nouveau test de diagnostic des CI présente donc un intérêt évident pour la décision 

thérapeutique ou lors d’un suivi thérapeutique. De plus, il peut aider à la décision lorsque les 

hémocultures font défaut ce qui est très souvent le cas en routine clinique. Enfin, le MS-DS 

index ne se limite pas seulement aux CI mais a l’avantage de couvrir le spectre des IFI les 

plus couramment retrouvés, à savoir les aspergilloses invasives ou encore les mucormycoses 

qui sont de plus en plus présentes en milieu hospitalier. D’un point de vue technique, la 

méthode du MS-DS index ne requiert pas l’utilisation de matériel biologique tel que des 

anticorps ou encore des enzymes. De plus, il permettrait d’amortir rapidement les équipements 

de spectrométrie de masse des laboratoires de biologie clinique. Le seul point qui semble pour 

le moment poser problème est la nécessité du traitement par la chaleur des sérums qui rend 

plus difficile l’automatisation de la technique.  
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Chapitre IV : Etude technique du test diagnostic et 

mécanismes d’action du disaccharide chez Candida 
 

 Après avoir étudié plusieurs cohortes de patients et établi la robustesse de ce nouvel 

outil de diagnostic des CI, la suite des investigations s’est orientée dans trois directions : 

1- La caractérisation du disaccharide identifié dans les sérums de patients infectés par des 

analyses structurales pour comprendre son origine. En effet, lors des phases précoces du 

développement de la méthode, l’hypothèse selon laquelle le disaccharide observé provenait 

de la dégradation des polysaccharides de la paroi prévalait. Néanmoins, nos travaux ont 

démontré qu’il n’en était rien.  

2- L’amélioration des performances du MS-DS index par l’utilisation d’un spectromètre de 

masse à haute résolution. En effet, l’accès à la haute résolution peut permettre de discriminer 

certains signaux qui ne peuvent être visualisés sur un spectromètre de masse moins résolutif 

tel que le MALDI-TOF/TOF utilisé pour l’étude clinique du MS-DS index. De plus, si pour le 

moment des spectromètres de masse à haute résolution ne sont pas disponibles en routine 

clinique, il est très probable que de tels instruments y seront implantés quand leur coût 

baissera et leur ergonomie s’améliorera, de la même manière que les MALDI-TOF de pailasse 

sont devenus un outil de routine clinique en quelques années. C’est pour ces raisons que 

l’application du test MS-DS index à un autre type de spectromètre de masse fera l’objet d’une 

première partie. 

3- L’étude des mécanismes de relargage de ce disaccharide chez Candida par diverses 

expériences in vitro qui ont été menées. Cette étude est finalement la suite logique de ce qui 

a été fait auparavant puisque le disaccharide MS-DS index identifié dans les sérums de 

patients infectés s’est avéré être du tréhalose. Ce disaccharide non réducteur est d’ailleurs 

bien connu chez Candida pour son rôle protecteur lors d’épisodes de stress rencontrés par le 

champignon. 

 

I) Caractérisation du disaccharide retrouvé dans les sérums de patients infectés 

 Pour cette caractérisation, l’approche analytique par chromatographie en phase 

gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS pour Gas Chromatography/Mass 

Spectrometry) a été privilégiée. En effet, l’analyse chromatographique permet de différencier 

des structures glycanniques ayant la même masse moléculaire mais pas la même 

conformation ce qui n’est pas réalisable en utilisant la spectrométrie de masse seule. De plus, 

la fragmentation à très haute énergie qui précède l’analyse par le spectromètre de masse (EI-

MS pour Electron Ionization-Mass Spectrometry) en GC-MS permettait également d’envisager 
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la différenciation des isomères selon leurs profils spectrométriques, ce que le mode de 

fragmentation à basse énergie des MALDI-TOF/TOF ne permet pas. Cette technique a donc 

été parfaitement adaptée pour la détermination du disaccharide retrouvé dans les sérums de 

patients atteints de CI. 

Il est néanmoins nécessaire au préalable de posséder les standards adéquats pour déterminer 

leur temps de rétention respectifs en GC. Dans le cadre de notre étude, plusieurs standards 

disaccharidiques parmi les plus couramment retrouvés ont alors été analysés avant de passer 

aux sérums purifiés. Les sucres n’étant pas des composés volatils dans leur état natif, une 

étape de dérivation est également indispensable avant leur analyse. Pour ce faire, une 

perméthylation a été effectuée sur chacun des standards sélectionnés ainsi que sur les 

quelques sérums purifiés analysés par la suite afin de les rendre volatils.  

Tout d’abord, les structures natives ainsi que les temps de rétention des différents standards 

disaccharidiques perméthylés à avoir été analysés en GC-MS ont été reportés sur le Tableau 

IV.1. On peut distinguer deux types de disaccharides, à savoir les disaccharides réducteurs 

(lactose, maltose…) et les non réducteurs (tréhalose et saccharose). Pour les disaccharides 

réducteurs, deux temps de rétention ont été observés contre un seul pour les disaccharides 

non réducteurs. Cela s’explique par le fait que chaque disaccharide réducteur est présent en 

solution sous deux formes, α-pyranose et β-pyranose, sous l’effet de la mutarotation de son 

glucose en position réductrice. Par contre, les formes α-furanose et β-furanose ne sont pas 

observées car la proportion de glucose soluble sous forme furanose est négligeable. Les 

sucres non réducteurs quant à eux ne s’isomérisent pas quand ils sont en solution et ne 

génèrent donc qu’un seul signal.  
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Tableau IV.1 : Structures des standards disaccharidiques analysés en GC-MS et leur temps de 

rétention respectif suite à leur dérivation par perméthylation. 

 

 

 Suite à ces résultats préliminaires acquis sur les standards, plusieurs sérums 

préalablement purifiés provenant de la seconde cohorte ont ensuite été utilisés pour 

caractériser le disaccharide présent dans ces derniers. Quelques sérums témoins EFS ont 

aussi servi de contrôle négatif pour ces analyses GC-MS. Un tableau récapitulatif des 

différentes valeurs obtenues sur ces sérums a été représenté ci-dessous avec notamment les 

données sur les tests BDG, Mnn et MS-DS index (Tableau IV.2). 
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Tableau IV.2 : Données récapitulatives des différents sérums purifiés issus de la seconde 

cohorte sélectionnés pour la caractérisation du disaccharide. 

 

 

 Tous les chromatogrammes et spectres de masse associés issus de l’analyse sur ces 

sérums ne seront pas reportés ici mais un exemple de ce qui a été obtenu pour la plupart des 

sérums est mentionné sur la Figure IV.1B avec en comparaison les résultats de l’analyse du 

standard tréhalose (Figure IV.1A). En effet, le temps de rétention à environ 10,60 min a bien 

été retrouvé dans les sérums purifiés. 

Les spectres de masse en aval de la GC apportent également des informations importantes 

sur la nature du disaccharide. En effet, les composés génèrent des spectres EI-MS spécifiques 

en fonction du caractère réducteur ou non réducteur du disaccharide.  

Concernant le tréhalose, deux valeurs à m/z 275 et 307 semblent spécifiques. Ces signaux 

sont en effet caractéristiques de la fragmentation d’un disaccharide non réducteur.  

Le disaccharide relargué par Candida dans le sérum de patients atteints de CI correspond 

donc à du tréhalose. Ce disaccharide a été évoqué dans la partie introductive pour son rôle 

de protection du champignon contre le stress lors de la pathogénicité. On sait également que 

la synthèse du tréhalose s’effectue dans le cytoplasme et qu’il est ensuite transporté vers la 

membrane et la paroi de Candida. Il est donc tout à fait cohérent de retrouver ce sucre dans 

le sérum des patients infectés puisque Candida en sécrète en grande quantité lors de 

l’infection et de sa dissémination dans la circulation sanguine. 

Catégorie Service Hémoculture

Date par 

rapport

à 

l'hémoculture

Fungitell®
Platelia 

plus ®Ag
Espèces

MS-DS index 

(en %)    

Cutoff à 325%

EFS11
Témoin 

négatif
0 0 15

EFS15
Témoin 

négatif
0 0 15

EFS16
Témoin 

négatif
0 0 18

Ca33/11 S8 Candidémie Réa CCV C. albicans J0 81 0 2000

Ca34/11 S3 Candidémie Réa ouest C. albicans J-3 1328 1859 1000

Ca45/12 S2 Candidémie Réa CCV C. albicans J+4 323 0 1000

Ca18/10 S 3 Candidémie Réa sud C. glabrata J0 1928 214 1000

Ca37/12 S1 Candidémie SI Gastro C.tropicalis J+7 446 0 1500

Tem 9 Colonisé Réa ouest 9 0 10

Tem 12 Colonisé Réa ouest 131 0 C. glabrata 700

Tem 17 Colonisé Réa ouest 97 0 C. albicans 1000
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Figure IV.1 : Analyses GC-MS d’un standard de tréhalose perméthylé (A) et d’un sérum de patient 

candidémique préalablement purifié puis perméthylé (B). 

 En revanche, il est tout de même à noter ici que dans un des sérums analysés, du 

maltose uniquement a été retrouvé (Figure IV.2). Le rôle de ce disaccharide est très peu 

documenté chez Candida et serait à priori stocké dans le cytoplasme. Cependant, ce 

disaccharide a très rarement été observé même par la suite lors d’analyses de sérums 

provenant de patients atteints d’autres IFI qui ne seront pas évoqués ici. Dans ces sérums, 

c’est une fois de plus le tréhalose qui a été identifié dans la très grande majorité des cas. On 
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notera tout de même la présence sur le spectre de masse associé aux temps de rétention du 

maltose la m/z à 187 que l’on retrouvait déjà pour le tréhalose mais des m/z différentes à 279 

et 305 caractéristiques ici d’un disaccharide réducteur. On a également l’apparition d’un pic 

d’intérêt à m/z 219 qui lui s’apparente au site de coupure du disaccharide au niveau de la 

liaison osidique. 

 

Figure IV.2 : Analyses GC-MS d’un standard de maltose perméthylé (A) et d’un sérum de patient 

candidémique préalablement purifié puis perméthylé (B). 
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 Les investigations se sont ensuite portées sur le transfert de la méthode MS-DS index 

jusqu’ici établie sur un spectromètre de masse MALDI-TOF/TOF à un autre spectromètre de 

masse beaucoup plus résolutif pour tenter de renforcer la robustesse du test. Les 

performances entre les deux appareillages ont ensuite été comparées pour établir l’impact de 

la haute résolution sur ce MS-DS index. 

 

II) Application du MS-DS index à un spectromètre de masse haute résolution 

 Pour réaliser cette étude, 91 sérums provenant de la seconde cohorte et préalablement 

purifiés ont été sélectionnés puis ont été soumis à une analyse par spectrométrie de masse 

sur un appareillage de type MALDI-LTQ Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA). Ce spectromètre de masse permet d’atteindre la très haute résolution 

et ainsi accéder à des données complémentaires qui ne peuvent être obtenues en 

spectrométrie de masse de routine telle que le MALDI-TOF/TOF. En effet cette configuration 

instrumentale permet d’atteindre une résolution qui est ici proche des 91 000, soit dix fois 

supérieure à celle du MALDI-TOF/TOF. Ces analyses ont été effectuées sur la plateforme Clic-

Imaging de l’Université de Lille (http://laboratoire-prism.fr/index.php/platforms/clic-imaging) et 

les différents résultats obtenus ont été résumés dans un tableau en comparaison avec les 

valeurs du MS-DS index qui avaient été acquises par MALDI-TOF/TOF (Annexe 3).  

Au préalable, un standard de tréhalose ainsi qu’un sérum témoin EFS ont été analysés sur le 

MALDI-LTQ Orbitrap afin de calibrer la machine et d’observer les signaux d’intérêt habituels à 

361 et 365 m/z. Les spectres qui en ont résulté sont présentés sur la Figure IV.3 en 

comparaison avec les spectres qui avaient été acquis par MALDI-TOF/TOF.  

 

 Tout d’abord, il convient de rappeler la masse exacte théorique du tréhalose avec 

l’adduit sodium provenant de la matrice DHB-Py [M+Na+]+ théorique qui est de 365,0159 m/z. Si 

l’on s’intéresse maintenant aux spectres de masse du standard de tréhalose (Figure IV.3A), il 

est possible à partir de celui issu de l’Orbitrap de déterminer la masse exacte du tréhalose 

observée. Cette démarche n’était pas réalisable auparavant sur le TOF/TOF puisque les m/z 

varient selon les analyses sur ce type d’appareillage car ce dernier est bien moins résolutif 

que l’Orbitrap. On a donc [M+Na+]+observé=365,12 m/z qui est le signal de référence du tréhalose 

qui devra être retrouvé pour la suite des analyses sur Orbitrap pour les sérums purifiés de la 

cohorte.  

Pour bien comprendre cet aspect de haute résolution apporté par l’Orbitrap, un sérum témoin 

EFS préalablement purifié a été analysé en premier lieu sur les deux machines et les spectres 

de masse en résultant ont été donnés sur la Figure IV.3B. Pour le spectre de masse issu de 

l’analyse TOF/TOF, on remarque d’emblée que le signal disaccharidique d’intérêt est cette fois 

retrouvé à m/z 365,15 alors qu’il était observé à m/z 365,19 sur le spectre de masse du 

https://www.google.com/search?q=Waltham+(Massachusetts)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWMXDE3NKMhJzFTR8E4uLE5MzSotTS0qKNQGISSC8XgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi7vLeFsqzhAhUGJBoKHVqKAEMQmxMoATASegQIDhAH
https://www.google.com/search?q=Waltham+(Massachusetts)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWMXDE3NKMhJzFTR8E4uLE5MzSotTS0qKNQGISSC8XgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi7vLeFsqzhAhUGJBoKHVqKAEMQmxMoATASegQIDhAH
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standard tréhalose. Concernant le spectre de masse issu de l’analyse par Orbitrap, le signal 

est toujours bien présent à m/z 365,12 mais un autre signal à m/z 365,29 est ici apparu. Ce 

dernier est alors ubiquitaire puisqu’il ne s’agit pas d’un signal disaccharidique.  

Ces premières analyses comparatives ont donc finalement mis en avant d’une part la stabilité 

du signal d’intérêt pour les analyses en Orbitrap mais également la discrimination de deux pics 

à m/z 365 sur ce même appareillage, l’un à m/z 365,12 spécifique au tréhalose et un autre à 

m/z 365,29 ubiquitaire ce qui était impossible à visualiser à partir des analyses TOF/TOF de 

par sa résolution trop basse. 
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Figure IV.3. Spectres de masse MALDI-TOF/TOF (haut) et MALDI-LTQ Orbitrap (bas) respectifs d’un 

standard de tréhalose (A) et d’un sérum témoin EFS (B). 
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 Suite à ces résultats préliminaires ayant apportés leur lot d’informations, les analyses 

ont été poursuivies sur les 91 sérums de patients candidémiques et colonisés ainsi que sur 

quelques témoins EFS supplémentaires afin de confirmer ce qui a été trouvé sur le premier 

sérum analysé mais aussi pour établir une comparaison des performances du MS-DS index 

entre les deux appareillages. Un exemple de spectre de masse Orbitrap a été reporté sur la 

Figure IV.4 provenant d’un sérum purifié de patient colonisé et candidémique toujours en 

comparaison avec les spectres de masse MALDI-TOF/TOF associés. A noter que pour le 

sérum de patient colonisé, l’exemple qui a été choisi correspond à un sérum dont le MS-DS 

index s’était révélé négatif lors de l’analyse TOF/TOF. 

Au niveau des spectres acquis pour le sérum issu d’un patient candidémique (Figure IV.4B), 

un seul signal à m/z 365 est observé pour les deux spectres de masse avec le signal spécifique 

du tréhalose pour le spectre MALDI-LTQ Orbitrap à m/z 365,12. En revanche, le même profil 

que celui du sérum EFS a été obtenu pour le sérum de patient colonisé (Figure IV.4A), à savoir 

la présence du double pic à m/z  365,12 et 365,29 sur le spectre de masse issu de l’analyse 

sur Orbitrap. 

Il ressort donc de ces analyses que le signal ubiquitaire à m/z  365,29 n’est retrouvé que dans 

les sérums négatifs au MS-DS index. Cet aspect vient ainsi renforcer la robustesse du test car 

on s’aperçoit grâce à ces analyses que les signaux qui semblaient s’apparenter à un 

disaccharide dans les sérums témoins analysés en MALDI-TOF/TOF seraient en fait 

composés en partie d’un signal ‘parasite’ qui ne correspond pas au disaccharide recherché. 
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Figure IV.4. Spectres de masse MALDI-TOF/TOF (haut) et MALDI-LTQ Orbitrap (bas) respectifs d’un 

sérum de patient colonisé par Candida (A) et d’un sérum de patient candidémique (B) préalablement 

purifiés. 



88 
 

 Toutes les données ont ensuite été compilées et des courbes ROC ont été réalisées 

sur chacun des paramètres pris en compte pour les 91 sérums analysés, c’est-à-dire les 

valeurs de BDG, Mnn et MS-DS index des deux appareillages MALDI-TOF/TOF et MALDI-

LTQ Orbitrap (Figure IV.5). Pour les valeurs du MS-DS index Orbitrap, seul le signal à m/z 

365,12 a été quantifié et pris en compte pour l’établissement de la courbe ROC associé. 

Figure IV.5. Comparaison du BDG, Mnn et MS-DS index de 91 sérums purifiés provenant de la 

seconde cohorte. 

(A) Courbes ROC basées sur la comparaison entre le groupe de patients candidémiques et le groupe 

contrôle correspondant : BDG, ligne grise; Mnn, ligne pointillé; MS-DS index TOF/TOF, ligne noire et 

MS-DS index Orbitrap, ligne hachurée. (B) Cutoffs établis à partir des courbes ROC et les rapports 

sensibilité/spécificité correspondants. 

 

 On s’aperçoit que le cutoff du MS-DS index Orbitrap sur le signal à m/z 365,12 a été 

modifié en passant de 325 % à 255 %. Le cutoff du MS-DS index TOF/TOF n’a quant à lui pas 

été modifié et les cutoffs fabricants ont été conservés pour le BDG et le Mnn pour cette étude 

sur les 91 sérums purifiés provenant de la seconde cohorte. Au niveau des rapports 

sensibilité/spécificité du BDG et du Mnn, on retrouve des valeurs habituelles avec une bonne 

sensibilité pour le BDG mais avec une faible spécificité et inversement pour le Mnn. En 

quantifiant le signal spécifique du tréhalose à m/z 365,12 sur le MALDI-LTQ Orbitrap plutôt 

que le signal global à m/z 365 sur le MALDI-TOF/TOF, on observe que la sensibilité augmente 

de 77 % à 82 %  alors que la spécificité reste identique à 83 %.  

 

Cette étude a donc permis de renforcer la robustesse de la méthode en montrant que 

le test MS-DS index pouvait être amélioré par l’utilisation d’un spectromètre de masse à haute 

résolution. De nouveaux signaux ont en effet pu être observés permettant ainsi de discriminer 

le signal disaccharidique d’un autre signal ubiquitaire en MALDI-LTQ Orbitrap ce qui n’était 

pas possible auparavant par MALDI-TOF/TOF. Le fait de transférer la méthode du MS-DS 

index sur un spectromètre de masse à haute résolution a d’ailleurs permis un gain de 5 points 
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en sensibilité dans le cadre de l’étude. Celle-ci n’a cependant pas été poursuivie sur 

l’ensemble des sérums car l’idée ici était uniquement de montrer qu’un transfert vers des 

spectromètres de masse plus performants était réalisable pour le test MS-DS index si ce type 

d’appareillage venait à être implanté en clinique à l’avenir.  

 

 Suite à ces résultats, une étude plus fondamentale a alors émergée et celle-ci s’est 

focalisée sur la compréhension des mécanismes de relargage du tréhalose chez C. albicans. 

Pour ce faire, des expériences in vitro ont été réalisées en appliquant différents stress sur la 

levure (thermique, salin, oxydatif…) dans le but de mimer les conditions rencontrées par ce 

dernier au cours de l’infection. Des souches mutantes tps1 et tps2 ont été utilisées afin de 

mieux comprendre l’impact des enzymes de la biosynthèse du tréhalose sur ce relargage. 

 

III) Etude des mécanismes de relargage du tréhalose par Candida albicans 

 Cette partie aborde un versant plus fondamental du projet de thèse sur Candida suite 

à l’identification du tréhalose contenu dans les sérums de patients infectés et au renforcement 

de la robustesse de la méthode MS-DS index par des analyses Orbitrap. En effet, il convenait 

pour la suite de l’étude de s’intéresser aux mécanismes d’action sous-jacents à la méthode 

développé et plus particulièrement à ceux liés au tréhalose. Les différents rôles protecteurs de 

ce disaccharide au sein de la paroi de Candida lors de stress ont été évoqués dans la partie 

introductive et l’objectif était de réaliser des expériences in vitro sur C. albicans en soumettant 

notamment le champignon à différentes conditions de stress (thermique, oxydatif, nitrique…).  

Ces expériences ont été menées tout d’abord sur la souche sauvage de C. albicans et se sont 

ensuite étendues à deux souches mutantes tps1 et tps2 qui sont les deux enzymes de 

biosynthèse du tréhalose chez Candida. Cette étude a été réalisée au travers d’une 

collaboration étroite avec le Dr. Samir Jawhara de l’équipe du Pr. Boualem Sendid. L’ensemble 

des résultats obtenus vont être décrits dans cette troisième partie. 

 

 III.1) Etude sur la souche sauvage de C. albicans 

 Pour étudier ces mécanismes, des cultures de C. albicans sur des souches sauvages 

(WT pour Wild Type) ont tout d’abord été réalisées. Ces cultures ont ensuite été divisées de 

manière à obtenir le même nombre de cellules par tube (1.108 cellules). Différents stress ont 

alors été appliqués sur C. albicans pour quantifier le relargage de tréhalose. Des cinétiques 

ont également été réalisées sur 4 h (avec une prise d’échantillon toutes les heures) pour 

certaines expériences en incubant les cellules dans un tampon ou solvant défini afin d’y 

appliquer un effet de stress. Les échantillons ont enfin été centrifugés et les surnageants ont 
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été purifiés sur colonne biphasique avant leur analyse par spectrométrie de masse pour 

déterminer le MS-DS index. 

Les essais se sont dans un premier temps concentrés sur l’élaboration d’une cinétique en 

milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute) à 40 °C (stress thermique). Ce milieu est 

couramment utilisé chez C. albicans pour sa capacité à induire le processus de filamentation. 

En comparant les résultats qui ont été acquis tout au long de la cinétique, le MS-DS index 

reste négatif car le signal n’évolue pas comparé à la valeur de départ à t0, c’est-à-dire avant 

application du chauffage sur les cellules comme en témoigne le Tableau IV.3. Le MS-DS index 

se positive cependant en fin de cinétique à t4 h. Un nouvel essai a alors été réalisé à 60 °C et 

l’échantillon a été analysé au bout d’une heure. On remarque cette fois que le MS-DS index 

est ici beaucoup plus élevé ce qui signifie qu’en appliquant un stress thermique sur C. albicans, 

un relargage de tréhalose important se produit et il n’a donc pas été nécessaire de poursuivre 

la cinétique. Il est à noter que les valeurs de MS-DS index qui ont été reportés dans le Tableau 

IV.3 correspondent à des valeurs moyennes suite à la réalisation des expériences en triplicat.  

Une nouvelle cinétique a de ce fait été mise en place avec ajout de NaCl à forte concentration  

dans le PBS (Phosphate Buffer Saline) pour mimer un stress osmotique. En comparant les 

résultats avec le contrôle sans ajout de NaCl, on remarque que le MS-DS index se positive 

dès l’ajout de NaCl à t0 et la suite de la cinétique est alors très hétérogène alternant entre des 

valeurs positives et négatives. Dans tous les cas, la valeur positive du MS-DS index à t0 

signifie probablement qu’un phénomène d’osmolarité se produit lors de l’ajout du NaCl.  

D’autres essais ont ensuite été effectués avec notamment la lyse des cellules et avec l’ajout 

de soude à forte concentration. Pour tous ces cas, le relargage du tréhalose s’est révélé très 

important comme le montre les valeurs MS-DS index du Tableau IV.3. 

Tableau IV.3. Valeurs moyennes de triplicats du MS-DS index obtenus suite à l’application de 

différents stress sur C. albicans. 

 

Echantillon MS-DS index (%)

t0 RPMI 40°C 110

t1h RPMI 40°C 140

t2h RPMI 40°C 105

t3h RPMI 40°C 78

t4h RPMI 40°C 200

RPMI 60°C 1000

Contrôle Candida  PBS 120

t0 NaCl 0,5M 170

t1h NaCl 0,5M 200

t2h NaCl 0,5M 68

t3h NaCl 0,5M 63

t4h NaCl 0,5M 200

Lyse cellulaire billes + 

ultrasons
2000

Lyse cellulaire billes 

sans ultrasons
667

NaOH 1M 4000
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 Pour vérifier que le disaccharide retrouvé dans ces premières expériences in vitro était 

bien du tréhalose, des analyses GC-MS ont été réalisées sur chacun de ces échantillons. Le 

tréhalose a bien été retrouvé dans chacun d’entre eux et l’exemple de l’analyse issu du NaOH 

1 M a été donné sur la Figure IV.6 ci-dessous. 

 

Figure IV.6. Analyse GC-MS de l’échantillon NaOH 1M avec le spectre MS/MS du signal à 

10,57min issu du chromatogramme. 

 

 Les premiers essais s’étant montré concluants, un stress oxydatif à l’aide du H2O2 a 

par la suite été appliqué sur les cellules de C. albicans sous forme de cinétique comme 

précédemment. Deux concentrations ont ici été envisagées, à savoir 0,5 mM et 1 mM pour se 

rapprocher au plus près des conditions in vivo que pourraient rencontrer C. albicans lors de 

l’infection et plus particulièrement lorsque le système de protection des cellules est submergé 

par les ROS (induit par H2O2 dans le cas présent) ce qui entraîne un stress oxydatif comme 

nous l’avons évoqué dans la partie introductive. Les résultats de ces cinétiques ainsi que les 

courbes associées ont été représentés sur la Figure IV.7. Toutes les valeurs MS-DS index qui 

ont été reportées sont apparues positives en comparaison avec le contrôle réalisé sans H2O2. 

Ces valeurs se sont cependant montrées plus élevées pour une concentration en H2O2 à 1 

mM qu’à 0,5 mM. Toujours est-il que l’induction d’un stress oxydatif sur C. albicans a 

également entraîné un relargage important de tréhalose comme cela avait été constaté pour 

le stress thermique. 
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Figure IV.7. Résultats des analyses réalisées en triplicats sur C. albicans après induction d’un 

stress oxydatif au H2O2. 

Sur le graphique, la courbe noire représente les valeurs de MS-DS index pour les expériences H2O2 à 

0,5 mM et la courbe grise pour la concentration en H2O2 à 1 mM. Le seuil est également représenté en 

pointillé sur le graphique et correspond à la valeur du contrôle PBS sans H2O2 de 90 %. 

 La question qui s’est posée après avoir soumis C. albicans à ces différentes conditions 

de stress a été de savoir si le tréhalose relargué provenait du cytoplasme ou de la paroi du 

champignon. Pour répondre à cette question, deux nouvelles expériences ont été menées à 

l’aide de la zymolyase qui est une enzyme lytique permettant la digestion des parois cellulaires 

fongiques ainsi que le β-mercaptoéthanol. Ce dernier est un agent réducteur qui a été utilisé 

dans ce cas pour casser les ponts disulfures entre les résidus de mannose et les protéines de 

la paroi cellulaire de C. albicans et ainsi exposer la couche interne des glucanes. L’objectif 

était de visualiser par ces deux méthodes la présence ou non du tréhalose au sein de la paroi 

cellulaire. Les résultats de cette étude de localisation du tréhalose ont été reportés dans le 

Tableau IV.4 où différentes concentrations de chacun des deux réactifs ont été testées. On 

voit clairement qu’à la concentration de 100 µM en zymolyase, le MS-DS index est très élevé 

et pour le β-mercaptoéthanol, la concentration la plus basse à avoir été tentée (5 % v/v) est 

celle qui a donné la valeur de MS-DS index la plus importante. Ces échantillons ont ensuite 

été perméthylés puis analysés en GC-MS et du tréhalose a bien été identifié. Ces expériences 

ont donc mis en avant le relargage de tréhalose lorsque la paroi est fragilisée mais ne prouvent 

cependant pas encore si ce disaccharide relargué provient bien de la paroi. Ce dernier peut 

en effet être relargué du cytoplasme lorsque la paroi devient poreuse suite à l’ajout de 

zymolyase ou de β-mercaptoéthanol. Il conviendra donc par la suite de réaliser des tests 

d’intégrité de la paroi pour répondre avec certitude à la question de la localisation du tréhalose.  
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Tableau IV.4. Valeurs MS-DS index obtenus suite à l’utilisation de zymolyase et de                                         

β-mercaptoéthanol pour étudier le relargage du tréhalose par la paroi cellulaire de C. albicans.  

 

 

 Suite à ces différents résultats obtenus sur la souche sauvage de C. albicans, les 

investigations ont été poursuivies sur deux souches mutantes. La première souche mutante 

est inactivée pour la protéine Tps1 qui est l’enzyme permettant le passage du glucose-6-P en 

tréhalose-6-P (tps1). La seconde est inactivée pour la protéine Tps2 qui est l’enzyme prenant 

le relais dans la biosynthèse du tréhalose en déphosphorylant le tréhalose-6-P (tps2). Ces 

souches nous ont été fournies par l’équipe du Pr. Martínez-Esparza Alvargonzález (Université 

de Murcia, Espagne).  

 

 III.2) Etude sur les souches mutantes tps1 et tps2 de C. albicans 

 Les mêmes conditions de stress ont été appliquées aux souches mutantes mais le 

nombre de cellules de départ était inférieur car la division de ces cellules est beaucoup plus 

lente que la souche sauvage. En effet, les souches mutantes ne peuvent être cultivées en 

milieu Sabouraud car elles ne peuvent pas utiliser le glucose comme source de carbone. Un 

milieu riche en galactose a de ce fait été privilégié ce qui s’est tout de même traduit par une 

croissance cellulaire plus lente. Finalement, 1.107 cellules de la souche WT et de deux 

souches mutantes ont été soumises aux différentes conditions de stress pendant 1 h sans 

cinétique avant détermination du MS-DS index. Les résultats qui en ont découlés sont 

présentés sous forme d’histogrammes sur la Figure IV.8.  

Echantillon MS-DS index (%)

Contrôle zymolase 52

Zymolyase 50 µM 122

Zymolyase 100 µM 700

Contrôle -mercaptoéthanol 65

-mercaptoéthanol 5 % 230

-mercaptoéthanol 10 % 120

-mercaptoéthanol 15 % 102
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Figure IV.8. Histogrammes à barre représentant les valeurs moyennes de triplicats du MS-DS 

index des trois souches de C. albicans étudiées soumises à différentes conditions de stress. 

Le même protocole expérimental a été utilisé pour les trois souches avec un temps d’expérience de        

1 h avant de réaliser la purification de l’échantillon par la méthode décrite pour le MS-DS index. En 

pointillés noirs est représenté le seuil de positivité en se basant sur les valeurs obtenues sur les 

échantillons contrôle. 

 

 De nouvelles conditions de stress ont été ajoutées pour cette étude sur les souches 

mutantes en plus de celles réalisées précédemment sur la souche sauvage. Ces ajouts ont 

concerné la variation du pH (dans un tampon Tris-HCl) et le stress nitrique. De plus, toutes les 

expériences ont été réalisées en triplicats. 

Un cutoff a pu être établi pour le MS-DS index grâce aux valeurs des contrôles de chaque 

souche qui se sont avérés similaires et celui-ci a été fixé à 100 %. En se basant sur ce seuil, 

on s’aperçoit que les valeurs de MS-DS index les plus élevées concernent la souche WT qui 

sont d’ailleurs toujours comprises au-dessus du seuil fixé à l’exception de l’expérience au Tris-

HCl pH2. A contrario, aucune valeur de MS-DS index n’est apparue positive pour la souche 

tps1. Enfin, la souche tps2 a montré qu’elle était capable de relarguer du tréhalose en 

conditions de stress thermique, nitrique et oxydatif mais toujours avec un MS-DS index plus 

faible que pour la souche WT.  

On peut donc en conclure que les mutations tps1 et tps2 ont un effet sur la libération du 

tréhalose par C. albicans avec un effet accentué pour la souche tps1 qui ne semble pas être 

capable de produire du tréhalose lorsqu’un stress est induit. En revanche, la souche tps2 a 

montré qu’elle pouvait tout de même en synthétiser sous certaines conditions de stress mais 

de manière atténuée par comparaison avec la souche WT.  
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 L’étude a ensuite été poursuivie par une cinétique après induction de stress oxydatif 

au H2O2 à 1 mM. Cette cinétique s’est faite sur 2 h au lieu des 4 h habituelles. L’objectif était 

de remettre en culture C. albicans au bout des 2 h de cinétique après élimination du H2O2 afin 

d’observer si le champignon était capable ou non de synthétiser à nouveau du tréhalose après 

exposition à ce stress oxydatif. Cette remise en culture s’est effectuée également pendant 2 h 

avant de relancer une nouvelle fois une cinétique de 2 h après ajout de H2O2 toujours à 1 mM. 

L’ensemble des résultats est représenté sur la Figure IV.9 qui suit sous forme de graphique 

mettant en avant l’évolution du MS-DS index entre les deux cinétiques. En observant tout 

d’abord le graphique de la première cinétique, on retrouve les mêmes tendances qui avaient 

été obtenues sur les précédentes analyses, à savoir un MS-DS index négatif pour la souche 

tps1 et un MS-DS index au-dessus du seuil (fixé à 90 % sur cette cinétique qui correspond à 

la valeur qui a été obtenue pour ces expériences sur l’échantillon contrôle sans H2O2) pour les 

deux autres souches avec un signal moins important pour tps2. Si l’on se place maintenant 

au niveau de la seconde cinétique après la remise en culture, on s’aperçoit qu’il n’y a pas eu 

de changement pour les deux souches mutantes mais en revanche, une augmentation 

significative du MS-DS index s’est produite pour la souche WT de C. albicans. Cette 

observation est très intéressante car elle a permis de montrer que la souche WT était capable 

de se ‘recharger’ en tréhalose lors de la remise en culture ce qui n’est pas le cas des deux 

souches mutantes inactivée pour la synthèse de l’une des enzymes de la biosynthèse du 

tréhalose. Cette étude n’a cependant été mise en œuvre qu’une seule fois pour le moment et 

devra donc être reproduite pour confirmer les résultats. 

 

 

Figure IV.9. Graphiques montrant l’évolution du MS-DS index entre deux cinétiques après 

induction d’un stress oxydatif sur C. albicans pour les trois souches étudiées. 

Les courbes représentées en noir correspondent aux résultats de la souche WT, celles en bleu sont 

corrélées à la souche tps1 et celles en rouge correspondent à la souche tps2. 

 

 Enfin, une dernière étape a consisté à étudier l’effet d’un antifongique sur le relargage 

de tréhalose par C. albicans pour les trois souches. La Caspofungine a été choisie car elle 

cible spécifiquement la paroi cellulaire de Candida en inhibant la synthèse des β-D-(1→3)-

glucanes et cet antifongique est largement utilisé dans le traitement des CI. L’investigation sur 
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la Caspofungine était ici importante dans le processus de compréhension des mécanismes de 

relargage du tréhalose et notamment pour faire un lien avec les sérums.  

Les résultats sur la variation du MS-DS index au cours des cinétiques se sont avérés similaires 

à ceux observés précédemment, c’est-à-dire que le MS-DS index reste négatif tout au long de 

la cinétique pour la souche tps1 tandis que cet index est positif sur toute la cinétique pour les 

souches tps2 et WT avec des valeurs beaucoup plus importantes pour cette dernière (Figure 

IV.10). Les échantillons contrôle (c’est-à-dire sans Caspofungine) de chacune des souches 

ont également été effectués puis analysés afin de déterminer les seuils de positivité. 

L’antifongique Caspofungine induit cependant donc bien un stress chez C. albicans puisque 

une quantité importante de tréhalose a été visualisée pour la souche WT. 

 

 

Figure IV.10. Etude de l’impact de la Caspofungine sur le relargage de tréhalose par C. albicans 

sur les trois souches étudiées via les analyses de variation du MS-DS index. 

Les courbes représentées en noir correspondent aux résultats de la souche WT, celles en bleu sont 

corrélées à la souche tps1 et celles en rouge correspondent à la souche tps2. Les différents seuils 

de chacune des souches a également été reporté à partir des résultats sur les contrôles sans 

Caspofungine. 

 

 Finalement, sur toutes les conditions de stress qui ont été appliquées sur C. albicans 

cultivé in vitro, bon nombre d’entre elles se sont traduites par une libération de tréhalose pour 

la souche sauvage WT. Les études qui ont suivies sur les deux souches mutantes tps1 et 

tps2 ont révélées de nombreuses informations d’une part sur l’incapacité de la souche tps1 

à produire du tréhalose en cas de stress et de l’autre une production de tréhalose amoindrie 

pour la souche tps2 malgré l’absence de la seconde enzyme tréhalose-6-phosphate 

phosphatase. Cette absence ne semble donc pas complètement inhiber la synthèse de 
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tréhalose comme nous avons pu le voir dans cette partie et on peut alors imaginer qu’une 

autre phosphatase est capable de prendre en partie le relais après action de Tps1.   

 

 Une dernière étape a de ce fait été réalisée  pour clore ces études préliminaires et a 

consisté à introduire C. albicans directement dans des sérums et plasmas EFS et de suivre 

l’évolution du MS-DS index. Cependant, les résultats se sont avérés très hétérogènes pour ce 

suivi et ne seront donc pas présentés ici. Toutefois, il conviendra pour la suite de poursuivre 

ces expériences qui pourraient apporter des informations clés sur le relargage du tréhalose 

puisqu’il s’agit là du milieu d’intérêt.  
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Conclusion de la partie fondamentale et perspectives 

 Ce chapitre portant sur les aspects techniques et fondamentaux inhérents au 

développement du nouveau test diagnostic des CI a permis de mettre en avant trois points 

importants dans la compréhension des mécanismes sous-jacents à ce test : 

1. Tout d’abord, les analyses pour la détermination du MS-DS index ont pu être 

améliorées grâce au passage des sérums purifiés sur un spectromètre de masse à très 

haute résolution de type MALDI-LTQ-Orbitrap. En effet, le signal à m/z 365 a été 

discriminé en deux sous-signaux dont l’un d’entre eux s’est avéré ubiquitaire car il ne 

correspondait pas à un signal disaccharidique. La déduction de ce signal ubiquitaire 

prédominant dans les échantillons contrôles a ainsi permis d’augmenter la sensibilité 

et donc la robustesse du test MS-DS index. 

2. Ensuite, le disaccharide retrouvé dans le sérum de patients atteints de CI a été identifié 

comme étant du tréhalose grâce à des analyses GC-MS. Il a également été observé 

dans quelques rares sérums la présence de maltose qui n’a cependant pas été pris en 

considération dans les études suivantes. La présence de ce dernier n’est pour l’instant 

pas expliquée et nous ne savons pas encore si celui-c provient d’une contamination ou 

d’un phénomène de compétition entre les deux disaccharides. Ce point devra être 

élucidé en effectuant une analyse structurale sur un plus grand nombre d’échantillons 

pour estimer la prévalence du maltose par rapport au tréhalose 

3. Une fois le disaccharide identifié, des études portant sur les mécanismes de relargage 

du tréhalose par C. albicans ont alors été menées. Ces études ont permis dans un 

premier temps de confirmer ce qui est décrit dans la littérature à propos de ce 

disaccharide, à savoir qu’il aurait un rôle de protection du champignon en cas de stress 

(thermique, oxydatif ou encore salin). Les différentes corrélations ont pu être faites en 

transposant la méthode du MS-DS index sur des expériences in vitro de la souche WT 

de C. albicans. Suite à l’obtention de ces résultats préliminaires, les investigations ont 

été poursuivies sur deux souches mutantes tps1 et tps2 et les données acquises 

sur celles-ci ont été confrontées aux valeurs obtenues sur la souche WT. Il en est 

ressorti que la souche délétée en l’enzyme tréhalose-6-phosphate synthase (Tps1) 

n’était pas capable de synthétiser du tréhalose lors d’une situation de stress. En 

revanche, la souche inactivée dans la synthèse de la tréhalose-6-phosphate 

phosphatase Tps2 était quant à elle en capacité d’en produire mais dans une moindre 

mesure. 

 

L’ensemble des résultats exposés ouvrent plusieurs perspectives : 

1. En premier lieu, l’augmentation des performances du MS-DS index grâce à l’Orbitrap 

permettra d’envisager sereinement un transfert de la méthode si les cliniques devaient 
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s’équiper dans le futur de spectromètres de masse à plus haute résolution. De plus, 

les analyses ont également été menées sur deux autres appareillages de type MALDI-

TOF (MALDI-TOF Biflex III et Vitek MS) avec succès ce qui démontre également son 

adaptabilité sur une technologie similaire mais avec des systèmes différents.  

2. De plus, l’identification du tréhalose comme étant le disaccharide très largement 

retrouvé dans les sérums de patients infectés a changé les perspectives d’étude qui 

se sont alors tournées vers une compréhension des mécanismes d’action mis en jeu 

par Candida pour cette synthèse et ce relargage de tréhalose qui est bien connu chez 

ce dernier. En effet, l’hypothèse de départ s’était orientée de prime abord vers du           

β-D-(1→3)-glucane avant cette caractérisation provenant d’une dégradation du              

β-glucane pariétal. C’est d’ailleurs l’hypothèse d’une dégradation de la paroi de 

Candida qui nous a incité initialement à poursuivre de front l’analyse de la dégradation 

des parois de Candida et des mycobactéries. En apprenant que le disaccharide était 

en fin de compte du tréhalose, les études qui ont été menées se sont donc penchées 

vers des expériences liées au stress tout en gardant l’aspect associé à la paroi 

cellulaire. Les quelques sérums pour lesquels du maltose a été identifié mériteront 

également des investigations plus poussées en essayant notamment d’en apprendre 

davantage sur ce disaccharide encore mal caractérisé chez C. albicans.  

3. Grâce à l’acquisition de deux souches mutantes tps1 et tps2 qui sont les deux 

enzymes de la biosynthèse du tréhalose, des comparaisons ont pu être effectuées 

avec la souche WT de C. albicans mais les expériences devront être poursuivies 

notamment en ce qui concerne l’introduction des trois souches dans le plasma et le 

sérum de sujets sains. Il conviendra également de consolider les expériences pour 

lesquels une seule cinétique a été effectuée notamment en ce qui concerne le stress 

oxydatif avec remise en culture ainsi que l’effet de la Caspofungine. Tous ces résultats 

feront ensuite l’objet d’une publication reprenant les analyses de caractérisation du 

tréhalose mais aussi l’étude fondamentale qui a suivie sur les trois souches WT, tps1 

et tps2. 

4. Pour poursuivre, il sera aussi intéressant d’étudier ces enzymes Tps1 et Tps2 dans le 

but d’élaborer de nouveaux inhibiteurs qui bloqueront la synthèse du tréhalose. Ainsi, 

C. albicans ne sera plus en capacité de se  protéger face à la défense immunitaire mis 

en place par l’hôte et ne pourra donc pas survivre dans cet environnement hostile. Si 

cet aspect sort du contexte diagnostic, il n’en reste pas moins très intéressant au vu 

des résultats obtenus tout au long de ce projet qui ont ouvert la voie à un nouveau 

versant orienté vers la conception de médicament (Drug design). 

Pour le moment, un projet est en cours de montage dans lequel Tps2 serait plutôt 

privilégiée pour ces études en jouant sur l’accumulation de T6P lorsque cette enzyme 
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est inactivée. Il s’agira notamment de vérifier en premier lieu la drugabilité de Tps2 

comme cible thérapeutique grâce à des expériences de knock-down puis d’observer à 

partir de quel pourcentage d’atténuation un effet biologique délétère sur C. albicans se 

produit. 

Ensuite, des expériences de modélisation d’interactions (docking) entre Tps2 et 

glycannes seront réalisées par un criblage virtuel in silico à haut débit d’une librairie de 

fragment afin de concevoir des composés très spécifiques de l’enzyme. Un test 

biologique sera alors mis au point d’une part pour évaluer le ciblage spécifique de Tps2 

ainsi que la survie in vitro de Candida en présence des fragments identifiés. Les 

résultats obtenus in silico et in vitro seront enfin rapprochés afin de concevoir des 

molécules capables d’inhiber l’activité de Tps2.  
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I) Culture de Candida albicans  

 Les cultures de C. albicans WT sont réalisées dans des tubes à centrifuger de 50 mL 

sur une nuit à partir d’une à deux colonies et dans 20 mL de milieu Sabouraud liquide. Ce 

milieu est préparé en mélangeant 5 g d’hydrolysat trypsique de caséine, 5 g de peptone 

pepsique de viande et 20 g de glucose dans un volume total de 1 L d’eau distillée. Le pH est 

ensuite ajusté à 5,7 et le milieu est autoclavé à 120 °C pendant 15 min. En fin de culture, une 

centrifugation est effectuée à 2500 tr.min-1 (rotor Beckman JA-20) pendant 5 min et le culot 

est repris dans 10 à 15 mL de tampon PBS 1 X (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 

et 1,76 mM KH2PO4 à pH 7,4) à partir d’une solution de PBS 10 X (Euromedex, 

Souffelweyersheim, France). Une seconde centrifugation dans les mêmes conditions est alors 

de nouveau réalisée et le culot est de nouveau repris dans du tampon PBS 1 X frais. Les 

cellules sont ensuite comptées par microscopie sur lame quadrillée et la culture est aliquotée 

par volume de 1 mL dans des tubes de 1,5 mL de manière à se retrouver avec 108 cellules/mL 

dans chaque tube. Enfin, une dernière centrifugation à 2500 tr.min-1 (rotor Eppendorf A-4-44) 

pendant 5 min permet de se débarrasser du surnageant. 

Pour les cultures de C. albicans tps1 et tps2, les mêmes cultures sont réalisées mais en 

milieu galactose. Le comptage cellulaire se fait de la même manière que pour les souches WT 

mais en se retrouvant au final à 107 cellules/mL dans chacun des tubes eppendorf. 

 

II) Expériences in vitro d’application de stress sur C. albicans 
 

 II.1) Expériences sans cinétique 

 Le culot de C. albicans est repris dans 500 µL d’un des solvants ou milieux utilisé dans 

le cadre de ces expériences (NaOH 1M, RPMI…). Les échantillons sont ensuite incubés à      

37 °C ou à plus haute température en cas d’application d’un stress thermique. Au bout d’une 

heure, les échantillons sont centrifugés à 2500 tr.min-1 pendant 5 min (rotor Eppendorf A-4-

44) et le surnageant est utilisé pour purification sur colonne à double phase et analyse par 

spectrométrie de masse MALDI TOF/TOF selon le protocole du MS-DS index. 

 

 II.2) Cinétiques  

 Pour les cinétiques, le culot de C. albicans est repris dans 1 mL de milieu RPMI, de 

plasma ou de sérum. La cinétique est menée à 37 °C pendant 4 à 6 h avec prélèvement de 

200 µL toutes les heures ainsi qu’à t0 avant de démarrer l’incubation. Le prélèvement est 

centrifugé à 2500 tr.min-1 pendant 5 min (rotor Eppendorf A-4-44) et le surnageant est utilisé 

pour purification sur colonne à double phase et analyse par spectrométrie de masse MALDI 

TOF/TOF selon le protocole du MS-DS index. Pour les expériences avec du plasma ou du 

sérum, le prétraitement à la chaleur et à l’EDTA doit en plus être réalisé. 
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 III) Méthodes analytiques 
 

 III.1) Spectrométrie de masse (MS) 

 Pour la spectrométrie de masse MALDI TOF/TOF, se reporter aux matériels et 

méthodes des différents articles. En ce qui concerne l’Orbitrap, les analyses sont menées sur 

un appareillage MALDI-LTQ-Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

USA) selon les mêmes conditions de dépôt sur plaque MALDI que pour le TOF/TOF. Les 

spectres de masse sont quant à eux retraités par le logiciel XcaliburTM de Thermo Fisher 

Scientific. 

 

 III.2) Analyses en chromatographie phase gazeuse (GC) et couplée à la 

spectrométrie de masse (GC-MS) 

 Les échantillons sont dans un premier temps perméthylés selon la méthode de Ciucanu 

et Kerek parue en 1984 [213] avant leur analyse en GC et GC-MS. Brièvement, les échantillons 

sont repris par un mélange DMSO/NaOH/ICH3 après leur lyophilisation puis incubés pendant 

2 h au bain à ultrasons. La réaction est arrêtée par l’ajout d’eau et les composés perméthylés 

sont extraits par le CHCl3 et lavés 7 fois avec de l’eau. Les échantillons perméthylés sont enfin 

solubilisés dans l’acétonitrile.  

Les sérums purifiés sont d’abord injectés en GC-FID (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA) sur colonne SOLGEL-1MS de 30 m x 0,25 mm (SGE Analytical Science,  

Melbourne, Australie) via un injecteur de Ross à 280 °C afin d’optimiser la concentration de 

l’échantillon avant l’analyse en GC-MS. La détection est réalisée par un détecteur à ionisation 

de flamme (FID pour Flame Ionization Detector). 

Pour les analyses en GC-MS, le même type de chromatographe a été utilisé et selon les 

mêmes conditions chromatographiques. La colonne est ici couplée à un spectromètre de 

masse Finnigan Automass II (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) avec 

une limite de masse à m/z 1000. Les analyses de masse sont réalisés en mode Impact 

Électronique (EI) (énergie d’ionisation 70 eV ; température de la source : 150 °C). 
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ANNEXE 1 :  
Article princeps au MS-DS index 
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Article clinique multicentrique du     

MS-DS index 
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ANNEXE 3 : 
Résultats comparatifs du MS-DS 

index entre MALDI TOF/TOF et 

MADI-LTQ Orbitrap 
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Sérum Catégorie Hémoculture
Date par rapport

à l'hémoculture
Fungitell®

Platelia 

plus ®Ag

Platelia 

plus ®Ab

MS-DS 

index 

TOF/TOF   

(en %)

MS-DS 

index 

Orbitrap        

(en %)

Ca23/11 S3 Candidémie C albicans J-5 315 236 0 800 1000

Ca23/11 S4 Candidémie J+1 912 >500 9 1000 2000

Ca23/11 S5 Candidémie J+8 896 2039 8 900 1000

Ca33/11 S7 Candidémie C albicans J-3 71 0 7 350 400

Ca33/11 S10 Candidémie J+7 113 0 10 500 300

Ca34/11 S4 Candidémie C albicans J+4 1704 1172 14 500 500

Ca34/11 S6 Candidémie J+18 1088 373 16 700 700

Ca34/11 S9 Candidémie J-4 341 435 24 500 500

Ca34/11 S10 Candidémie J+3 277 363 21 500 700

Ca34/11 S11 Candidémie J+10 264 401 25 650 500

Ca5/12 S1 Candidémie C albicans J-2 177 236 4 400 300

Ca5/12 S2 Candidémie J0 170 84 6 230 500

Ca5/12 S3 Candidémie J+3 220 >2500 6 700 1000

Ca5/12 S7 Candidémie J+56 364 0 2 77 94

Ca8/12 S3 Candidémie C albicans J-2 816 0 20 220 60

Ca8/12 S2 Candidémie J+5 1056 0 9 700 700

Ca8/12 S1 Candidémie J+12 1712 0 7 600 900

Ca12/12 S1 Candidémie C dubliniensis J-3 1488 0 0 153 350

Ca12/12 S2 Candidémie J-2 497 0 0 800 2000

Ca12/12 S4 Candidémie J+3 0 0 0 115 200

Ca29/12 S3 Candidémie C albicans J-5 536 0 0 220 60

Ca29/12 S2 Candidémie J-7 1088 105 0 380 350

Ca29/12 S1 Candidémie J0 2832 614 3 700 1000

Ca45/12 S1 Candidémie C albicans J-1 0 0 11 200 75

Ca45/12 S2 Candidémie J+4 323 0 7 1000 2000

Ca45/12 S5 Candidémie J+14 75 0 3 350 92

Ca18/10 S 3 Candidémie C glabrata J0 1928 214 0 1000 500

Ca18/10 S 4 Candidémie J+6 324 73 0 700 2000

Ca18/10 S 6 Candidémie J+12 3904 2210 6 230 220

Ca40/11 S3 Candidémie C glabrata J-25 101 77 23 400 300

Ca40/11 S4 Candidémie J+5 84 0 19 400 450

Ca40/11 S5 Candidémie J+12 63 0 16 800 1000

Ca52/12 S1 Candidémie C parapsilosis J0 968 0 0 450 700

Ca52/12 S3 Candidémie J+2 1464 0 0 500 1000

Ca52/12 S4 Candidémie J+9 760 0 0 1000 900

Ca44/11 S7 Candidémie C tropicalis J-6 108 0 8 300 260

Ca44/11 S8 Candidémie J-1 36 0 6 400 1000

Ca44/11 S10 Candidémie J+6 11 0 3 450 1000

Ca37/12 S3 Candidémie C tropicalis J-4 133 0 6 230 51

Ca37/12 S2 Candidémie J0 60 507 0 800 2000

Ca37/12 S1 Candidémie J+7 446 0 6 1500 4000

Ca53/12 S8 Candidémie C krusei J-4 113 0 0 400 500

Ca53/12 S9 Candidémie J-1 203 0 0 400 700

Ca53/12 S10 Candidémie J+1 261 0 0 500 800
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Sérum Catégorie
Fungitell® 

(pg/mL)

Platelia 

plus® Ag 

(pg/mL)

Platelia 

plus® Ab 

(UA/mL)

ICC

dp ICC Espèces

MS-DS 

index 

TOF/TOF  

(en %)

MS-DS 

index 

Orbitrap     

(en %)

Tem1 Colonisé 47 0 4 2 0.8 C. trop. 280 250

Colonisé 0 0 3 3 0.8 C. trop. 50 20

Colonisé 134 0 27 4 1 C. trop. , C. alb. 92 110

Tem 2 Colonisé 12 0 0 2.6 0.8 C. alb. 150 142

Colonisé 468 0 1 1.6 0.6 C. alb. 139 65

Colonisé 1392 0 >80 3.7 1 C. alb. 350 400

Tem 3 Colonisé 12 0 1 2.4 0.8 C. alb ., C. gla. 52 100

Colonisé 0 0 4 0.25 0.2 C. gla. 65 62

Tem 4 Colonisé 84 0 1 3.2 1 C. para ., C. kef. 110 50

Colonisé 101 0 1 0 0 60 70

Colonisé 56 0 1 2 0.5 C. para., C. kef. 164 140

Tem 5 Colonisé 20 0 7 2.4 0.8 C. alb. 300 260

Colonisé 38 0 11 2 0.8 C. alb. 300 118

Colonisé 89 0 5 3.2 1 C. alb. 200 123

Tem 6 Colonisé 120 0 0 0 0 400 230

Colonisé 38 0 0 0 0 400 180

Colonisé 42 0 0 0 0 40 65

Tem 8 Colonisé 215 0 17 7.2 0.6 C. alb., C. trop., C. gla. 350 400

Colonisé 109 0 18 1.2 0.8 C. alb., C. gla. 48 10

Colonisé 46 0 16 2.2 0.6 C. alb., C. gla. 33 24

Tem 10 Colonisé 120 0 78 2.2 0.8 C. alb. 137 50

Colonisé 60 0 46 0.6 0.5 C. alb. 133 180

Colonisé 49 0 53 0.2 0.2 C. alb. 122 50

Tem 14 Colonisé 25 0 5 0.4 0.2 C. alb. 97 88

Colonisé 36 0 5.9 1 0.4 C. alb. 280 800

Colonisé 3584 0 2.8 1 0.75 C. alb. 700 400

Tem 16 Colonisé 0 0 9.5 2.2 0.8 C. alb. 23 14

Colonisé 87 0 7 3 1 C. alb. 22 27

Colonisé 0 0 10 1.2 0.4 C. alb. 300 155

Tem 18 Colonisé 22 0 3 0 0 38 30

Colonisé 0 0 1 0.25 0.25 C. para. 55 60

Colonisé 65 0 3 2 0.6 C. para. 164 185

Tem 21 Colonisé 100 0 8 0.25 0.2 C. alb. 120 40

Colonisé 0 0 7 2.8 0.8 C. alb. 62 52

Colonisé 41 0 12 3 0.8 C. alb. 500 2000

Tem 25 Colonisé 196 0,4 0 2,6 0,8 C. kef. 1000 900

Colonisé >500 0 0 3,2 1 C. kef.,C. lusit. 600 2000

Colonisé 314 0 4 2,4 0,8 C. kef.,C. lusit. 39 110

Tem 26 Colonisé 0 0 0 1 0.4 C. alb., C. para. 53 37

Colonisé 62 0 0 0.4 0.2 C. para. 48 90

Colonisé 42 0 0 0.2 0.2 C. para. 34 61

Tem 27 Colonisé 31 0 2 3.4 0.6 C. alb., C. trop. 133 210

Colonisé 336 0 6 4 1  C. alb., C. trop. 150 125

Colonisé 96 0 6 5.2 0.75 C. alb., C. trop. 82 130

Tem 29 Colonisé 42 0 18 1.2 0.6 C. alb. 96 143

Colonisé 0 0 26 1.2 0.6 C. alb. 43 52

Colonisé 11 0 46 1.2 0.6 C. alb. 52 40
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Sérum Catégorie

MS-DS 

index 

TOF/TOF  

(en %)

MS-DS 

index 

Orbitrap     

(en %)

EFS1
Témoin 

négatif
34 8

EFS6
Témoin 

négatif
45 8

EFS9
Témoin 

négatif
33 7

EFS10
Témoin 

négatif
8 12

EFS12
Témoin 

négatif
26 12

EFS14
Témoin 

négatif
13 18

EFS15
Témoin 

négatif
15 6

EFS16
Témoin 

négatif
18 6

EFS20
Témoin 

négatif
14 8
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Avant-propos 

 La tuberculose ravage l’humanité depuis des millénaires, causant des maladies, des 

difformités et la mort depuis la nuit des temps. Des momies de civilisations anciennes ont 

d’ailleurs été retrouvées avec des preuves évidentes de tuberculose [214]. Bien que la 

tuberculose pulmonaire soit et a toujours été la forme la plus courante de la maladie, d’autres 

formes extra-pulmonaires de la tuberculose occupent une place prépondérante dans l’histoire. 

Par exemple, la tuberculose des ganglions lymphatiques cervicaux (écrouelles) aurait été guéri 

par le ‘toucher royal’, du roi Clovis de France au Ve siècle à Edward le Confesseur, roi 

d’Angleterre au XIe siècle.   

 C’est au Moyen-Âge que la tuberculose est apparue comme une maladie épidémique 

en Europe et elle est devenue une cause majeure de décès pendant les siècles qui ont suivis. 

Des années 1600 à la fin des années 1800, la tuberculose a causé entre 20 et 30 % de tous 

les décès au Royaume-Uni et aux Etats-Unis [215]. Alors que la maladie était romancée dans 

l’art, la réalité n’était pas tout aussi rose. 

 Au XXe siècle, la tuberculose a continué de causer des souffrances et de nombreux 

décès, mais les taux de la maladie ont chuté pendant plusieurs décennies; les autres causes 

de décès comme la guerre, la famine, la grippe ou encore la variole devenant encore plus 

redoutables. La baisse de l’incidence de la tuberculose et de la mortalité dans les décennies 

précédant le développement d’un traitement efficace a été largement attribuée aux avancées 

socio-économiques, avec une meilleure nutrition, un meilleur logement et une augmentation 

globale du bien-être social répertoriée comme causes possibles du déclin de l’épidémie [216]. 

Une hypothèse alternative est que la coévolution de l’organisme et de son hôte a entraîné une 

immunité plus efficace chez les humains [217].  

  La découverte du bacille tuberculeux par Robert Koch en 1882 a marqué le début d’un 

siècle de grandes avancées sur la maladie. L’annonce capitale de Koch d’une cause 

microbienne de la phtisie (tuberculose pulmonaire) fut suivie de l’isolement de la tuberculine 

(extrait à la glycérine du bacille tuberculeux), pensée au départ comme agent thérapeutique 

contre la maladie par Koch mais jouant finalement un rôle diagnostique important. Puis le 

développement d’un vaccin vivant atténué, le bacille de Calmette et Guérin ou BCG; la 

découverte de la streptomycine ainsi que la création d’un puissant arsenal d’agents 

antimicrobiens contre cette infection autrefois non traitable et hautement mortelle ont vu le jour 

[218]. Dans les années 1980, 100 ans après la percée de Koch, la tuberculose pouvait être 

guérie chez presque tous les patients traités par des médicaments administrés par voie orale 

sur 6 mois [219].  
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 Ces découvertes majeures ont été récompensées par deux prix Nobel attribués à Koch 

et Waksman. Elles ont également abouti à la fermeture des sanatoriums dans le monde entier, 

ont accordé la vie à ceux qui étaient auparavant condamnés et ont eu un bénéfice socio-

économique colossal. Avec des diagnostics, un traitement efficace, une thérapie préventive et 

un vaccin en plus, la science est passée à d’autres priorités et problèmes, laissant ainsi de 

côté la tuberculose. 

 

 Tandis que les scientifiques, les médecins, les responsables de la santé publique et le 

public se réjouissaient de la fin de la tuberculose, la maladie poursuivait son essor. En effet, 

même si les Etats-Unis, l’Europe et d’autres régions développées ont connu un déclin accéléré 

de la tuberculose, la maladie a continué à faire de nombreuses victimes dans les pays pauvres 

notamment en Afrique, en Asie et en Amérique latine. Une croyance commune est que l’échec 

de la lutte contre la tuberculose dans ces parties du monde était en fait le résultat de systèmes 

de santé faibles incapables de délivrer les progrès technologiques apportés par les chercheurs 

au cours du siècle précédent. Cette hypothèse est cependant facilement contrable, car la 

réalité a montré que les limites se trouvaient dans les outils disponibles pour le contrôle de la 

tuberculose dans la dernière partie du XXe siècle. Le vaccin BCG par exemple est devenu et 

reste le vaccin le plus largement utilisé dans le monde et dans l’histoire, mais il y a peu de 

preuves sur le fait qu’il ait eu un impact sur l’épidémie de tuberculose car il ne semble pas 

protéger contre la tuberculose pulmonaire chez les adultes, qui sont les principaux vecteurs 

d’infection. Le test diagnostique le plus largement utilisé pour la tuberculose, le frottis de 

bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR), est très peu sensible avec 50% de cas détectés voire 

moins de tuberculose pulmonaire.  

 Dans ce contexte de fragilité des outils de lutte antituberculeuse à l’échelle mondiale, 

deux développements épidémiologiques d’une importance cruciale ont modifié de façon 

drastique la maladie au cours des trois dernières décennies. L’émergence du VIH a eu un 

impact considérable sur la tuberculose dans le monde, alimentant une augmentation 

importante de l’incidence de la tuberculose chez les personnes vivant avec le VIH ainsi qu’une 

augmentation des taux nationaux d’infection tuberculeuse en Afrique subsaharienne où vivent 

les deux tiers des personnes infectées par le VIH [220]. Le deuxième grand changement 

épidémiologique de ces dernières décennies a été l’émergence de la tuberculose 

pharmacorésistante [221]. La tuberculose multirésistante (MDR) et la tuberculose 

ultrarésistante (XDR) représentent aujourd’hui environ 5 % de tous les cas dans le monde et 

posent des problèmes de diagnostic et de traitements importants.  

C’est pour toutes ces raisons que la tuberculose est aujourd’hui revenue sur le devant de la 

scène et a contribué au regain d’intérêt de la communauté scientifique afin d’enrayer cette 



164 
 

maladie de manière définitive, l’objectif étant d’éradiquer la tuberculose avant 2030 selon 

l’OMS [222]. 

Chapitre I : De la compréhension de la tuberculose à son 

traitement 
 

I) Généralités sur la tuberculose 

 I.1) Impact global de la tuberculose  

 L’impact global de la tuberculose reste énorme. Depuis 5 ans, la tuberculose est la 

première cause de décès dans le monde causée par un seul agent infectieux, surpassant ainsi 

l’infection par le VIH [222]. Ceci en dépit du fait que, avec un diagnostic rapide et un traitement 

adapté, la plupart des personnes ayant développé une tuberculose peuvent être guérie. En 

2016, on estimait à 1,3 million le nombre de décès par tuberculose parmi les personnes 

séronégatives (contre 1,7 million en 2000) et 374 000 décès supplémentaires parmi les 

personnes séropositives. On estime également que 10,4 millions de personnes sont tombées 

malades de la tuberculose en 2016 : 90% étaient des adultes, 65% étaient des hommes, 10% 

étaient des personnes vivant avec le VIH (74% en Afrique) et 56% étaient localisées dans cinq 

pays : Inde, Indonésie, Chine, Philippines et Pakistan.  

  

 La distribution de la tuberculose à travers le monde affecte de manière inégale l’Afrique, 

l’Asie et l’Europe de l’Est, tandis que l’Europe de l’Ouest, les Etats-Unis, le Canada et 

l’Océanie connaissent des taux beaucoup plus faibles. Les taux les plus élevés se retrouvent 

principalement en Afrique subsaharienne, où l’infection par le VIH a entraîné une forte 

augmentation de l’incidence au cours des 25 dernières années comme le montre la Figure I.1 

[222]. 



165 
 

Figure I.1. Incidence de la tuberculose dans le monde pour 100 000 habitants [222]. 

 

 La tuberculose multirésistante MDR se retrouve quant à elle partout dans le monde, 

mais les pays d’Europe de l’Est possèdent des taux particulièrement élevés, et de nombreux 

cas ont été reportés en Afrique du Sud, en Inde, en Chine et au Pérou. Historiquement, la 

tuberculose MDR est un phénomène anthropique qui se produit généralement chez des 

patients dont le traitement a été mal géré, interrompu ou irrégulier. Même si la tuberculose 

MDR est plus présente chez des patients ayant déjà été exposés à un traitement anti-

tuberculeux, de plus en plus de cas ont été recensés chez des patients avec un premier 

épisode de la maladie [223]. Ce bouleversement de l’épidémiologie de la tuberculose 

nécessite donc un changement dans la stratégie à employer pour lutter contre les maladies 

résistantes. En conséquence, les tests de sensibilité aux médicaments de tous les patients 

atteints de tuberculose, en particulier ceux qui sont exposés à des taux de prévalence plus 

élevés, sont essentiels pour assurer l'identification rapide de la résistance et l'initiation d'un 

traitement approprié. 

Avant de s’intéresser aux traitements, il convient de comprendre le mode de fonctionnement 

des mycobactéries ainsi que le processus infectieux mis en place par celles-ci. 

 

 I.2) Etiologie de la tuberculose   

 Les mycobactéries appartiennent à la famille des Mycobacteriaceae, au genre 

Mycobacterium, à l’ordre des Actinomycétales, à la classe des Actinobacteria et à la sous-

classe des Actinobacteridae.  
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Les mycobactéries se présentent sous la forme de bacilles fins et immobiles (1 à 10 µm de 

long sur 0,2 à 0,6 de large), aérobies, non sporulés et ne possédant pas de flagelle. 

L’ultrastructure particulière de leur paroi constituée d’acides mycoliques à très longues 

chaînes (60 à 90 atomes de carbones) fait qu’elles ne prennent pas la coloration de Gram bien 

qu’elles soient classées dans les bactéries à Gram positif mais elles sont acido-alcoolo-

résistantes (BAAR). C’est d’ailleurs sur ce dernier aspect que se base la coloration de Ziehl-

Neelsen permettant l’identification des mycobactéries par microscopie. Une autre particularité 

des mycobactéries est qu’elles possèdent un génome riche en G/C compris entre 61 et 71 % 

(hormis pour M. leprae qui possède un taux compris entre 54 et 57 %).  

Le genre Mycobacterium (M.) a été introduit en 1896 pour désigner les agents responsables 

de la tuberculose (M. tuberculosis) et de la lèpre (M. leprae) dont on connait bien les effets 

ravageurs sur l’humanité [224]. Il compte aujourd’hui environ 200 espèces et toutes les 

mycobactéries ont été classées selon la classification de Runyon [225]. Cette classification se 

base sur deux critères que sont la vitesse de croissance et les caractéristiques pigmentaires.  

On retrouve tout d’abord les mycobactéries non-tuberculeuses (MNT) dites atypiques qui sont 

des pathogènes occasionnels pour l’homme à l’exception de M. leprae se démarquant par sa 

pathogénicité avéré pour l’homme et qui constitue donc un groupe à part entière. Le second 

grand groupe quant à lui est dénommé complexe Mycobacterium tuberculosis (CMT).  

 

  I.2.a) Le complexe Mycobacterium tuberculosis 

 Ce complexe regroupe les bacilles responsables de la tuberculose et comprend dix 

espèces mycobactériennes dont trois d’entre elles qui ont été identifiées dans 99 % des cas 

d’infections humaines [226] :  

- M. tuberculosis (ou Bacille de Koch BK) : espèce la plus étudiée du complexe en raison de 

sa forte pathogénicité pour l’Homme. Il peut néanmoins atteindre certains animaux 

domestiques (chien, chat, perroquet…). L’ADN de M. tuberculosis présente plus de 99,9% 

d’identité avec les autres bactéries du complexe. 

- M. bovis : l’agent responsable de la tuberculose bovine mais touchant aussi d’autres espèces 

animales (chien, chat, caprins, ovins…). Le caractère pathogène de cet espèce pour l’homme 

est le même que celui de M. tuberculosis et la contamination se fait essentiellement par voie 

digestive. Le vaccin Bilié de Calmette et Guérin (BCG) provient d’une souche atténuée de 

l’espèce M. bovis [227]. 

- M. africanum : cette espèce est retrouvée principalement en Afrique de l’Ouest et dans 

d’autres régions africaines. Sa mise en évidence en Europe reste rare mais possible.  

On retrouve également M. microti, M. canettii, M. caprae, M. pinnipedii, M. mungii, le bacille 

de l’oryx et le bacille de Dassie (Figure I.2).  
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Figure I.2. Schéma de l’évolution du complexe de M. tuberculosis.  

L’évolution s’est faite par mutation ou délétion. On n’a en fait qu’une seule espèce réelle et des 

‘pathovars’ -liés à une pathologie ou une espèce- mais toutes ont été élevées au rang d’espèce pour 

des raisons épidémiologiques à l’exception de BCG [227]. 

 

  I.2.b) Les mycobactéries non tuberculeuses 

 Les mycobactéries non tuberculeuses (MNT) comprennent toutes les espèces de 

mycobactéries qui ne provoquent pas la tuberculose ou la lèpre, excluant ainsi les espèces du 

complexe M. tuberculosis et M. leprae. Parmi les espèces de MNT, un nombre croissant de 

souches ont été jugées responsables de maladies graves et de résistances au traitement au 

cours des dernières décennies [228], [229]. Les MNT sont présentes dans l’environnement, 

en particulier dans l’eau et le sol [230], et peuvent occasionnellement infecter des humains ou 

des animaux causant alors diverses infections pathologiques, incluant des maladies 

pulmonaires, cutanées, osseuses, articulaires mais également disséminées en présence de 

diverses conditions prédisposantes (principalement maladies chroniques et 

immunosuppression) [231], [232]. Parce que les mycobactéries sont très résistantes à la 

chaleur et à la plupart des produits de nettoyage à l’eau, elles sont présentes dans presque 

toutes les eaux de boisson et de baignade. Les bactéries peuvent ainsi entrer dans le corps 

via l’eau potable par exemple et se retrouver dans les bronches.  

L’incidence de la tuberculose pulmonaire due aux mycobactéries environnementales est 

d’ailleurs en constante augmentation quelle que soit la région du monde dans laquelle l’étude 

épidémiologique est réalisée [233]. Les raisons de cette augmentation sont diverses et 
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comprennent la sensibilisation accrue aux mycobactéries en tant que pathogènes 

pulmonaires, l’amélioration des méthodes de détection et de culture mais aussi le 

vieillissement de la population. De plus, le diagnostic est souvent difficile ou peu convaincant. 

Le traitement est également compliqué et souvent controversé, nécessitant des traitements 

prolongés et mal tolérés qui ne sont pas susceptibles d’entraîner l’éradication de la maladie 

[234].  

  

 Les MNT sont divisés en 4 groupes bien distincts d’après la classification de Runyon 

(Figure I.3). Les MNT à croissance lente qui forment des pigments soit à la lumière 

(photochromogènes), soit à l’obscurité (scotochromogènes) constituent respectivement les 

groupes I et II. Dans le groupe I, on retrouve par exemple M. kansasii et M. marinum et dans 

le groupe II M. xenopi notamment. Les organismes à croissance lente non pigmentés (non 

chromogènes) comme M. avium et ceux à prolifération rapide telles que M. smegmatis 

représentent respectivement les groupes III et IV [225]. 

 

 M. smegmatis est l’une des mycobactéries les plus couramment utilisé dans les études 

sur le genre Mycobacterium en raison de son caractère non pathogène et de sa croissance 

rapide. M. smegmatis est aussi un modèle simple et facilement manipulable, c’est-à-dire avec 

un temps de doublement rapide pour une mycobactérie (environ 4 à 5 heures) et qui nécessite 

uniquement un laboratoire avec un niveau de confinement L1. Le temps et l’infrastructure 

lourde nécessaires pour travailler avec des espèces pathogènes et notamment M. tuberculosis 

ont incité les chercheurs à se tourner vers d’autres espèces comme M. smegmatis. Cette 

espèce partage plus de 2000 gènes orthologues avec M. tuberculosis et possède la même 

structure pariétale particulière que cette dernière [235]. M. smegmatis est également capable 

d’oxyder le monoxyde de carbone en aérobiose, comme le fait M. tuberculosis. 

De plus, la découverte de plasmides, de phages et d'éléments génétiques mobiles a permis la 

construction de systèmes dédiés à l'inactivation génique et à la génération de gènes. Chez M. 

smegmatis, la souche mc2155 est la plus utilisée car elle est facilement transformable et est 

maintenant le cheval de bataille de la génétique mycobactérienne. En outre, elle est facilement 

cultivable dans la plupart des milieux de laboratoire synthétiques ou complexes, où elle peut 

former des colonies visibles en 3-5 jours. Ces propriétés en font un organisme modèle très 

attrayant pour l’étude de M. tuberculosis et d'autres pathogènes mycobactériens. 

M. smegmatis mc2155 est également utilisé pour la culture de mycobactériophages. 
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Figure I.3. Arbre phylogénique de tous les membres du genre Mycobacterium. 

L’arbre a été construit en utilisant les alignements concaténés des 243 gènes conservés dans le genre. Les nuances 

colorées mettent en évidence les groupes / complexes de mycobactéries, y compris les affectations nouvellement induites 

et soutenues par la phylogénie. En dehors de la phylogénie, les différentes affectations aux groupes d’origine ont été 

annotées. La teneur  moyenne en GC, le taux de croissance ou encore le nombre d’ORFs ont également été identifiés 

[236].
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II) Cycle infectieux de la tuberculose et granulome 

 M. tuberculosis est un pathogène humain obligatoire, c’est-à-dire qu’il ne peut vivre que 

lié à un hôte. Plus de 80 % des patients avec une tuberculose (TB) manifestent des 

symptômes classiques de toux parfois accompagnée de sang, fièvre, sueurs nocturnes et 

perte de poids. 

 

La tuberculose pulmonaire peut se différencier en plusieurs phases (Figure I.4) : 

- Infection mineure sans symptômes : le patient est en bonne santé avec des symptômes 

bénins voire aucun dans la plupart des cas. M. tuberculosis a envahi le corps et vit dans un 

état de dormance. On parle alors d’infection tuberculeuse latente et on estime qu’un tiers de 

la population mondiale en serait atteinte ce qui constitue un large réservoir pour la tuberculose. 

Dans cet état, les personnes infectées ne peuvent cependant pas transmettre l’infection à 

d’autres personnes. 

- Infection active ou tuberculose symptomatique : Celle-ci a lieu dans moins de 5 % des cas. 

Les bacilles tuberculeux peuvent se multiplier et se propager dans le corps. La concentration 

élevée en bacilles peut alors être suffisante pour générer des mutations spontanées et induire 

une résistance aux médicaments. Les personnes les plus à risque d’être affectées sont les 

personnes immunodéprimés ou souffrant de malnutrition et celles qui vivent dans la pauvreté 

ou dans des environnements de santé médiocres. Selon les facteurs de risque, un cas index 

infectieux survient lorsqu’un cas de tuberculose active devient aigu et expulse un grand 

nombre de bacilles tuberculeux [237].  

- Réactivation de l’infection (secondaire) : Les bacilles en dormance peuvent causer une 

tuberculose symptomatique aigüe des mois voire des années après l’infection initiale. Les 

bactéries se retrouvent alors emmêlées dans la structure granulomateuse formée, se 

multiplient et circulent de nouveau à l’intérieur de l’hôte. Les réactivations post-dormance se 

produisent généralement dans les poumons et moins dans d’autres organes [238]. La 

réactivation est probablement associée à un système immunitaire défaillant que l’on retrouve 

couramment dans un certain nombre de groupes à haut risque tels que le VIH, un âge avancé, 

la malnutrition ou encore la prise de médicaments immunosuppresseurs [239]. La virulence 

de la tuberculose est directement affectée par le taux de réactivation de la latence parmi les 

hôtes [240].   
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Figure I.4. Cycle infectieux de la tuberculose. 

La transmission des bacilles tuberculeux s’effectue par voie aérienne. Dans 90 % des cas, l’immunité 

adaptative se met en place pour donner lieu à la formation du granulome composée essentiellement de 

lymphocytes et de fibrocytes. L’infection est alors latente mais des bacilles restent en dormance. Lors 

d’une déficience du système immunitaire, les bacilles peuvent se multiplier entraînant la rupture du 

granulome. On parle alors de tuberculose secondaire. Dans 5 % des cas, lors de la transmission, une 

tuberculose active primaire peut directement se déclencher notamment chez les personnes 

immunodéprimées ou chez les enfants. Réalisée à partir de [241].  

 

 Les poumons représentent la principale porte d’entrée et le principal organe cible de 

M. tuberculosis. Il peut infecter les mammifères mais ne peut être transmis que par les humains 

d’un individu infecté à un individu sain par inhalation de gouttelettes infectieuses contagieuses 

contenant les bacilles tuberculeux. Ces gouttelettes expirées sont connues pour rester dans 

l’atmosphère pendant plusieurs heures, et la dose est considérée comme infectieuse à partir 

d’une seule bactérie. Comme écrit précédemment, seul environ 5 % des personnes 

immunocompétentes peuvent développer une tuberculose dite primaire mais la plupart (90 %) 

ne développeront jamais de maladie clinique car une réponse immunitaire adaptative se met 

en place, conduisant à la formation d’un amas cellulaire organisé : le granulome.  

 Dans le poumon, les bactéries sont phagocytées par les macrophages alvéolaires et 

induisent une réponse pro-inflammatoire localisée qui conduit au recrutement de cellules 

mononucléaires à partir de vaisseaux sanguins voisins (Figure I.5). Le pH interne du 

Agent 
infectieux 

Mycobacterium 
tuberculosis 
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phagosome des macrophages diminue alors rapidement suite à la libération de cytokines pro-

inflammatoires, y compris l’interféron gamma (IFN-), qui inhibe la croissance des bacilles et 

favorise la fusion avec le lysozyme. De plus, IFN- stimule le macrophage pour libérer le 

facteur de nécrose tumorale α (TNF-α), qui est important dans la formation du granulome et 

dans la prévention de la dissémination. La réponse des lymphocytes T se met alors en place 

et celle-ci est antigène spécifique. Ce processus immunitaire initial se poursuit ensuite pendant 

2 à 12 semaines. Toutes ces cellules forment donc les éléments constitutifs du granulome qui 

est la signature de la tuberculose.  

En d’autres termes, le granulome est formé d’un noyau de macrophages infectés autour 

duquel viennent s’ajouter d’autres macrophages spumeux. Des agrégats de lymphocytes B 

proéminents entourés de lymphocytes T CD3+ sont trouvés en périphérie, avec des cellules 

de Langerhans multinucléées CD68+ et des fibrocytes [242]. L’ensemble des lymphocytes et 

fibrocytes forment un manteau qui est lui-même lié à une chape fibreuse composée 

essentiellement de collagène (Figure I.5). Il sert à contenir les bacilles avant leur destruction 

mais M. tuberculosis est cependant capable de détourner le granulome à son insu en formant 

une barrière protectrice ce qui lui permet de se multiplier avant de disséminer au moment 

opportun [243].  

Le confinement du granulome échoue lorsque le statut immunitaire de l’hôte change, 

généralement en conséquence de la vieillesse, d’une co-infection par le VIH, de la malnutrition 

et plus globalement par toute condition réduisant  le nombre de lymphocytes T CD4+ ou 

altérant leur fonction. En effet, la caractéristique pathologique de la lésion de M. tuberculosis 

est la caséification. Ce phénomène est au cœur du cycle de vie de l’infection tuberculeuse 

humaine, car elle peut évoluer vers la nécrose et la cavitation. Suite à ce changement de l’état 

immunitaire, le granulome se désintègre et répand des milliers de bacilles infectieux dans les 

voies aériennes. Cela se traduit par le développement d’une toux qui facilite la propagation 

des bacilles infectieux [244].  
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Figure I.5. Schéma descriptif de la formation à la rupture du granulome tuberculeux. 

Les bacilles inhalés sont pris en charge par les macrophages alvéolaires à leur arrivé dans les poumons. 

Cette action induit alors une réponse pro-inflammatoire qui résulte sur le recrutement des cellules de 

l’immunité innée telles que les monocytes et les neutrophiles puis des cellules de l’immunité adaptative 

que sont les lymphocytes. Le tout permet ainsi d’éviter la propagation de l’infection par formation d’un 

amas cellulaire nommé granulome. Ce granulome mature ensuite et produit une chape fibreuse en 

périphérie extérieure composée principalement de collagène. Lors de la phase de latence, le granulome 

arrive à se maintenir à un état stable mais lorsque la maladie évolue, les bacilles se multiplient et le 

granulome nécrose puis caséifie. Enfin, le granulome finit par se rompre en libérant tous les bacilles 

pathogènes dans les poumons. Adaptée de [244]. 

  

 II.1) Période d’incubation de la tuberculose 

 La période d’incubation et l’intervalle de série sont des déterminants importants dans 

l’épidémiologie des maladies infectieuses. La période d’incubation est définie comme la 

période allant de l’infection à l’apparition de la maladie et l’intervalle de série comme la période 

entre l’apparition des symptômes chez un patient primaire et l’apparition des symptômes chez 

un second patient [245].  
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Les périodes d’incubation sont variables et vont de quelques semaines à plusieurs années ou 

même à vie si l’infection n’est pas traitée mais le plus souvent, le délai est compris entre 4 et 

12 semaines après l’exposition à la (aux) lésion(s) primaire(s). Il est communément admis que 

la période d’incubation se situe dans les cinq premières années de l’infection tuberculeuse et 

que le risque d’infection diminue à mesure que cet intervalle de temps augmente [246]. 

Autrement dit, l’infection acquise à un âge précoce (lors de l’enfance par exemple) est 

associée à des périodes d’incubation plus longues que si l’infection a été acquise à l’âge adulte 

[247]. Pendant cette période d’incubation, les organismes bacillaires peuvent atteindre et 

infecter d’autres organes tels que les ganglions lymphatiques, les reins et les méninges et 

ainsi causer une tuberculose extra-pulmonaire (TBEP). 

Les programmes de contrôle épidémiologique visent à détecter les cas de tuberculose avant 

le seuil (délai maximum entre le début de l’infectiosité jusqu’au diagnostic et au traitement de 

la tuberculose) et à réduire la progression vers une tuberculose active.  

Une infection récente est définie comme une réaction cutanée significative après la 

documentation d’un test cutané à la tuberculine négatif au cours des deux années 

précédentes. Celui-ci est utilisé comme synonyme de conversion tuberculinique [248].  

 

 II.2) Immunologie de la tuberculose 

 La pathogenèse des bacilles tuberculeux comprend plusieurs étapes : 

- la résistance (ou la modification) de la réponse immunitaire de l’hôte; 

- l’arrêt de la maturation du phagosome et l’inhibition de la fusion phagolysosomale; 

- la persistance pendant laquelle la forme de dormance est inactive mais il y a tout de même 

maintien du potentiel de réactivation; 

- la réplication dans les macrophages de l’hôte. 

 

 Les bacilles vivants en dormance se divisent lentement, en libérant des protéines 

sécrétées afin de maintenir leurs protéines cytoplasmiques, ce qui leur permet d’éviter la 

reconnaissance du système immunitaire et de contrôler l’environnement de l’hôte. 

M. tuberculosis est un puissant inducteur de l’apoptose dans les macrophages hôtes. En 

formant des pores dans les membranes phagosomales, il peut apporter des nutriments du 

cytoplasme de l’hôte et il peut également promouvoir la translocation de l’antigène vers la voie 

de classe II du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Une immunité protectrice forte et 

spécifique contre ces protéines cytoplasmiques (libérées de bacilles en fin de vie ou mortes) 

peut empêcher le passage de la dormance à la maladie active. 

 Le confinement bactérien de la réponse immunitaire protectrice se concentre sur les 

différents lymphocytes T participants de la manière suivante : 
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- les lymphocytes T CD4+ ou les lymphocytes T auxiliaires (Th1) reconnaissent les peptides 

antigènes codés par le CMH de classe II; 

- les lymphocytes T CD8+ ou les lymphocytes T cytotoxiques reconnaissent des antigènes 

cytoplasmiques (par exemple des cellules tumorales ou des cellules virales) ou des peptides 

liés à des cellules de classe I du CMH; 

- les lymphocytes T CD1 restreints reconnaissent les glycolipides abondants des parois de M. 

tuberculosis.  

CD8+ et CD1 sécrètent tous les deux des perforines et des granulysines qui tuent directement 

la mycobactérie dans les macrophages infectés [249].  

Les lymphocytes T CD4+ jouent également un rôle dans la réponse immunitaire principale 

contre l’invasion des mycobactéries en produisant de la lymphotoxine alpha (LT-α). Les 

cytokines inflammatoires comme l’IFN-, le facteur de nécrose TNF-α, l’interleukine-2 (IL-2) et 

la LT-α aident à l’activation des macrophages ce qui a pour effet de réduire la réplication de 

M. tuberculosis puis, avec les cellules dendritiques et les différents lymphocytes T vont 

entraîner la formation de granulomes. L’absence d’un tel équilibre cellulaire peut conduire à 

des lésions caséeuses avec ou sans réactivation de M. tuberculosis et à des disséminations 

de bacilles tuberculeux. 

 

 Le granulome, en réponse à une infection chronique, utilise le CD4+ pour réguler la 

fonction protectrice, limiter la dissémination du pathogène en dehors du site de l’inflammation 

et protéger les tissus sains environnants [250]. Le nombre médian de lymphocytes CD4+ est 

significativement plus élevé chez les patients atteints par M. tuberculosis que chez les patients 

atteints par une MNT [251].  

Les proportions de lymphocytes T CD4+ sécrétant les lFN-, IL-2 et TNF-α sont généralement 

plus élevées chez les enfants infectés qu’en cas d’infection latente ou dans d’autres groupes 

et cette augmentation est synonyme d’une infection tuberculeuse active. Les cytokines 

dérivées des lymphocytes T comme IFN-sont des indicateurs efficaces de mémoire 

immunitaire et de protection. Les mécanismes effecteurs qui tuent M. tuberculosis sont pris en 

charge par les macrophages activés à partir des lymphocytes T. Les bacilles inhibent 

notamment la maturation des phagosomes et la fusion des lysosomes bloquant ainsi la 

destruction des macrophages actifs. Les lymphocytes auxiliaires Th1 produisant les IFN- sont 

en équilibre avec les lymphocytes auxiliaires de type 2 (Th2), ces derniers étant stimulés par 

les infections parasitaires, l’atopie ou encore l’asthme [252] (Figure I.6).  
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Figure I.6. Mise en place de l’immunité lors d’une infection par M. tuberculosis. 

Les macrophages et les cellules dendritiques (CD) sont activés par les bacilles ou les corps 

apoptotiques ce qui constitue l’immunité innée. Ces macrophages et CDs migrent ensuite vers les 

ganglions lymphatiques afin de stimuler la production de lymphocytes T CD4+ et CD8+, mettant alors en 

place l’immunité adaptative. En effet, ces lymphocytes permettent la production massive de cytokines 

nécessaires à l’activation des macrophages.  

Les CDs et les macrophages activés peuvent alors générer l’IL-12 qui est indispensable pour l’induction 

des cellules Th1. Ces cellules Th1 quant à elles secrètent l’IL-2 et l’IFN- qui assurent l’action protectrice 

contre M. tuberculosis. Enfin, les cellules Th2 secrétent les interleukines IL-4 et IL-10 qui exercent une 

action négative sur la réponse immunitaire. Les lymphocytes T migrent alors vers le site de l’infection 

ce qui conduit à la formation du granulome ainsi qu’à l’arrêt de la croissance des bacilles qui se mettent 

en état de dormance [253].  

 

 II.3) La tuberculose et l’interféron gamma 

 Les interférons gamma (IFN-) sont des protéines naturelles ou des cytokines solubles 

libérées par les lymphocytes T du système immunitaire Th1 en tant que mécanisme de 

défense de l’hôte contre les organismes étrangers. IFN- a des propriétés anti-bactériennes, 

anti-virales et anti-tumorales. IFN- appartient à la classe des glycoprotéines cytokines qui 

agissent directement en inhibant la réplication virale, en stimulant les cellules natural killer 

(NK) et en tant que médiateurs centraux pour l’activation des macrophages seuls ou en 

synergie avec TNF-. La résistance des cellules hôtes contre les organismes étrangers est 

stimulée par IFN- en augmentant la présentation de l’antigène aux lymphocytes T et B et 

agissant comme médiateur puissant de l’activation de l’activité bactéricide des macrophages 

contre M. tuberculosis [254].   
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IFN- a également un rôle protecteur crucial contre divers pathogènes par stimulation des 

cellules normales afin d’augmenter l'expression du complexe CMH de classe I et des 

récepteurs d'immunoglobulines de présentation des antigènes pour les macrophages. Il active 

également l'activité des lysosomes dans les macrophages et recrute des lymphocytes T 

bactéricides. Ceci est réalisé en synergie avec TNF-α et les deux activent les macrophages 

infectés en initiant un mécanisme effecteur de l'immunité à médiation cellulaire.  

 

 L'infection par M. tuberculosis inhibe la voie de signalisation IFN- pour échapper à la 

réponse immunitaire humaine et les défauts des gènes ou récepteurs IFN- prédisposent les 

individus aux infections mycobactériennes. Après l'exposition à l'antigène, IFN- ou des 

cellules productrices d'IFN- sont utilisées comme marqueur de l'activité cellulaire effectrice. 

L'absence de cellules lymphocytaires ou d'antigènes d'infection à distance n’est cependant 

pas liée aux effets stimulants de l'IFN-[255].  

 

 La réinfection par M. tuberculosis commence au cours de la phase chronique une fois 

que les macrophages spumeux quittent le tissu granulomateux vers les espaces alvéolaires. 

Les cellules épithéliales alvéolaires infectées par M. tuberculosis libèrent de manière durable 

la cytokine IFN- à des concentrations élevées après l'infection comparées à des cellules non 

infectées. Cet IFN- joue un rôle dans la régulation de la réponse immunitaire innée 

intracellulaire et internalise seulement le pathogène tuberculeux vivant plutôt que les bacilles 

morts liés à la surface cellulaire [256]. Les réponses IFN- sont plus fréquentes chez les sujets 

tuberculeux latents que chez les sujets non infectés par la tuberculose [257]. Ces propriétés 

de l’IFN- en font donc un parfait outil de diagnostic pour la tuberculose latente qui est d’ailleurs 

développé depuis quelques années comme alternatives aux méthodes conventionnelles 

comme nous allons le voir dans la partie qui suit. 

 

III) Diagnostic bactériologique et traitement de la tuberculose 

 

 III.1) Diagnostic de l’infection tuberculeuse latente (indirect) 

 Le test le plus couramment utilisé pour le dépistage de la tuberculose latente dans le 

monde est le test Mantoux ou intradermo-réaction à la tuberculine (IDR) (Figure I.7). Celui-ci 

consiste à injecter une dose standard de tuberculine sous la peau et de faire une lecture des 

résultats 48 à 72 h au plus tard. Une personne ayant été exposée à la bactérie va alors montrer 

une réponse immunitaire de la peau. Les facteurs de risques médicaux de la personne 

déterminent à quelle taille (en millimètres) de l’induration le résultat est positif (5, 10 ou 15 

mm). Un résultat positif indique alors une infection par la tuberculose [258]. Une controverse 
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existe cependant quant à l’effet de ce test sur les personnes vaccinées au BCG. En effet, 

certains pays estiment que le test Mantoux pourrait donner de faux-positifs chez des sujets 

préalablement vaccinés au BCG [259]. 

 Comme mentionné dans la partie précédente, les avancées en génomique et en 

immunologie pour la détection de M. tuberculosis ont conduit au développement de plusieurs 

tests alternatifs prometteurs. Par exemple, le dosage IGRA (In-vitro Interferon Gamma 

Release Assay) mesure l’IFN- libéré, qui est spécifiquement produit par les cellules T (Th1) 

stimulées par M. tuberculosis (Figure I.7).  

Une évaluation de 130 enfants en France utilisant le test QuantiFERON IGRA (technique 

ELISA sur sang total) a montré une différence dans les valeurs d’IFN-entre des enfants 

témoins en bonne santé, des cas de tuberculose latente et des cas de tuberculose active. Les 

niveaux d’IFN- du sang périphérique (technique ELISPOT pour Enzyme-Linked 

ImmunoSPOT) observés ont également différés entre les patients traités et non traités, qui 

sont liés à l’immunité individuelle contre la tuberculose et peuvent être utiles pour surveiller les 

niveaux d’IFN- avant et après traitement antituberculeux [260] (Figure I.7). 

Une diminution des taux d’IFN- pendant le traitement permet au clinicien de surveiller l’effet 

de la chimiothérapie curative ou préventive [254]. L’IFN- thérapeutique se lie puis active le 

récepteur IFN- en surface cellulaire, stimule la cytotoxicité dépendante des anticorps et 

améliore la fixation des cellules NK aux cellules tumorales, induisant ainsi l’apoptose dans les 

cellules malignes.  
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Figure I.7. Principe immunologique des tests de libération de l’IFN- disponibles sur le marché. 

Les cellules présentatrices d’antigène (CPA) telles que les cellules dendritiques rencontrent les 

antigènes, les ingèrent puis les digèrent. Les CPA présentent ensuite les antigènes aux cellules T 

spécifiques qui se chargent d’activer la sécrétion d’IFN-. Deux techniques de quantification de ces IFN-

 sécrétés sont alors utilisées, soit sur un échantillon de sang total par ELISA, soit sur le sang 

périphérique par ELISPOT. A noter que si l’antigène est spécifique à la tuberculose, seules les cellules 

T spécifiques de la tuberculose activeront et sécréteront les IFN-.  

 

 III.2) Diagnostic de la tuberculose pulmonaire (direct) 

 Les tests diagnostiques actuellement utilisés pour la tuberculose pulmonaire sont les 

suivants : 

- Tests moléculaires rapides : le seul test rapide pour le diagnostic de la tuberculose 

pulmonaire recommandé par l’OMS est le dosage Xpert® MTB/RIF (Cepheid, USA). Il peut 

fournir des résultats en deux heures et il était initialement recommandé pour le diagnostic des 

tuberculoses pulmonaires chez les adultes. Depuis 2013, il est maintenant également 

recommandé pour les enfants et pour des formes spécifiques de TBEP.  

- Microscopie des frottis d’expectoration : cette méthode a été développée il y a plus de 100 

ans et se base sur l’analyse d’échantillons provenant d’expectorations par microscopie afin de 

déterminer la présence de bactéries. Cette technique est cependant beaucoup moins précise 

que celle décrite ci-dessus. 

- Coloration de Ziehl-Neelsen : l’examen microscopique après coloration de Ziehl-Neelsen 

représente l’étape initiale et généralement l’unique possibilité dans de nombreux pays en 

développement pour poser un diagnostic.  
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Les organismes tels que les mycobactéries sont extrêmement difficiles à colorer par des 

méthodes ordinaires comme la coloration de Gram en raison de leur teneur élevée en lipides 

dans la paroi cellulaire. Le composé phénolique carbol-fuschine est utilisé comme colorant 

primaire car il est liposoluble. Un acide est alors utilisé pour décolorer les cellules non-acido 

résistantes tandis que les mycobactéries qui sont acido-alcoolo-résistantes (BAAR) résistent 

à cette décoloration. Après la décoloration, la lame est contre-colorée avec du vert malachite 

ou du bleu de méthylène qui colore le matériau de fond, fournissant ainsi une couleur de 

contraste par rapport à laquelle les BAAR rouges peuvent être observés.   

La sensibilité de ce test est par contre faible et en termes de spécificité, l’examen 

microscopique ne reconnaît que les BAAR, propriété partagée par l’ensemble des 

mycobactéries.  

- Méthodes de culture : actuellement considérées comme les méthodes de référence, elles 

requièrent néanmoins des structures particulières ainsi que du personnel expérimenté et 

peuvent prendre jusqu’à 12 semaines pour fournir un résultat.  

 

 La tuberculose pharmacorésistante est également au centre des attentions pour son 

diagnostic. En 2016, il y a eu 600 000 nouveaux cas de résistance à la rifampicine (RR-TB), 

le médicament de première ligne le plus efficace, dont 490 000 étaient atteints de tuberculose 

multirésistante (MDR-TB) [222]. Il existe également des tests pour les cas de tuberculoses 

résistantes aux médicaments de première et de seconde ligne. Ils comprennent le dosage 

Xpert® MTB/RIF qui teste simultanément la tuberculose et la résistance à la rifampicine; 

l’hybridation sur bandelette (ou Line Probe Assay, LPA) qui teste la résistance à la rifampicine 

et à l’isoniazide (référencée comme LPA de première ligne); une LPA de seconde ligne qui 

cible cette fois-ci la résistance aux fluoroquinolones et les médicaments anti-tuberculeux 

injectables; et les technologies de séquençage. Cependant, les méthodes basées sur la 

culture restent le gold standard pour les tests de sensibilité aux médicaments. Au-delà du 

diagnostic, la tuberculose pharmacorésistante impose aujourd’hui la recherche de nouvelles 

cibles médicamenteuses car la menace est grandissante et de nouveaux traitements sont 

aujourd’hui nécessaires pour contrer la croissance exponentielle des cas de MDR-TB. 

 

 III.3) Traitements contre la tuberculose  

Le traitement antibiotique de la tuberculose active comporte trois objectifs principaux :  

- le premier consiste à réduire rapidement la population de bactéries qui se répliquent afin de 

résoudre les symptômes / signes, prévenir la mort et prévenir la transmission de l’infection; 

- le second consiste à éliminer les sous-populations de bactéries persistantes qui pourraient 

provoquer une rechute après l’arrêt du traitement et ainsi obtenir une guérison durable;   
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- le troisième est de prévenir l’émergence de la résistance aux médicaments pendant la 

thérapie. 

La thérapie combinatoire qui consiste à utiliser de manière simultanée plusieurs antibiotiques 

est requise pour parvenir à ces objectifs. En effet, le traitement utilisant plus d’un médicament 

repose sur deux principes : prévenir la résistance acquise aux médicaments et améliorer 

l’efficacité. Les bacilles tuberculeux subissent des mutations chromosomiques aléatoires qui 

les ont rendus résistants à toutes les drogues utilisés pour traiter la tuberculose. 

Heureusement, ces mutations sont rares [261]. Parce qu’il n’y a pas de lien en termes de 

localisation ou de fonction chromosomique, la génération spontanée d’un organisme à 

multirésistance est extrêmement improbable. La pharmacorésistance acquise pour la 

tuberculose est presque toujours due à un traitement inadéquat. Cela peut inclure l’échec du 

patient à prendre les médicaments prescrits, une prescription du médecin non approprié, 

l’échec du système de santé à s’assurer que les médicaments soient bien disponibles ou 

encore dans des cas plus rares un dysfonctionnement du système digestif du patient. 

   

 Il a été montré que le traitement combinatoire accélère la réponse de la maladie au 

traitement et diminue également la durée du traitement nécessaire pour la guérison [262]. La 

rifampicine et l'isoniazide sont les principaux médicaments utilisés aujourd'hui, la rifampicine 

étant l'agent le plus important en termes de réduction de la durée du traitement et d'obtention 

de résultats favorables [262]. Des thérapies de neuf mois utilisant la rifampicine et l'isoniazide, 

accompagnés d'une phase d'introduction d'éthambutol, ont été prédits pour guérir 95 % ou 

plus des patients [263]. Des études du Medical Research Council du Royaume-Uni ont montré 

que si la pyrazinamide est inclus dans le traitement pendant les deux premiers mois, la durée 

du traitement peut être réduite à six mois tout en conservant des taux de guérison de 95 % ou 

plus [264]. Depuis maintenant quelques années, avec l’émergence de MDR-TB, des 

résistances se mettent en place sur toutes ces drogues et les traitements deviennent ainsi de 

moins en moins efficaces. Tous ces antibiotiques font partie de ce que l’on appelle les 

antituberculeux de première ligne qui seront les seuls à être développés ici. Il existe cependant 

d’autres antituberculeux moins répandus de seconde et troisième ligne. 

Pour les antituberculeux de première ligne, leurs modes d’action sur M. tuberculosis sont les 

suivants : 

- La rifampicine (RMP) est l’un des antibiotiques les plus puissants et à large spectre utilisée 

contre les pathogènes bactériens et c’est un élément clé de la thérapie antituberculeuse, en 

raison de son inhibition de l’ARN polymérase bactérienne (ARNP) [265]. En effet, la RMP se 

diffuse librement dans les tissus, les cellules vivantes et les bactéries ce qui la rend 

extrêmement efficace contre M. tuberculosis. Le site catalytique de l’ARNP des bactéries a 
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une masse moléculaire d’environ 400 kDa et il a été conservé de manière évolutive chez tous 

les organismes vivants [266].  

Cependant, les bactéries développent une résistance à la RMP avec une fréquence élevée, 

ce qui a conduit la communauté médicale aux Etats-Unis à restreindre volontairement son 

utilisation pour le traitement de la tuberculose ou des urgences. Les mutations conférant une 

résistance à RMP se retrouvent presque exclusivement dans le gène rpoB (codant pour la 

sous-unité  de l’ARNP) dans tous les organismes y compris E. coli [267] et M. tuberculosis 

[268].  

 

- L’isoniazide (INH) est le médicament antituberculeux le plus largement utilisé. Des études 

génétiques chez M. smegmatis ont identifié la protéine InhA comme cible principale de cet 

antibiotique [269]. Une forme réactive de l'INH inhibe la InhA en réagissant avec le cofacteur 

NADH lié au site actif de l'enzyme formant alors un adduit covalent susceptible de se lier avec 

une forte affinité.  

La caractérisation enzymatique de l’enzyme InhA purifiée recombinante a montré que la InhA 

était impliqué dans l’élongation des acides gras et/ou dans la synthèse des acides mycoliques 

[270].  

La résistance peut survenir lors d’une expression accrue d’InhA ou par des mutations qui 

abaissent l’affinité de l’enzyme pour le NADH. Ces deux mécanismes de résistance sont 

observés dans 30 % des isolats cliniques de tuberculose [271]. La mutation de katG, qui code 

pour la catalase peroxydase, est la source la plus commune de résistance [272].  

 

- L’éthambutol (EMB) a été introduit pour la première fois dans le traitement de la tuberculose 

en 1966 et fait partie du traitement de première intention pour le traitement de la maladie. 

L’EMB est bactériostatique [273], inhibe la polymérisation de l’arabinane de la paroi cellulaire 

de l’AG et du lipoarabinomannane (LAM) et induit l’accumulation de D-arabinofuranofuranosyl-

P-décaprénol, un intermédiaire de la synthèse de l’arabinane [274]. L’arabinosyltransférase 

embB est une enzyme impliquée dans la synthèse de l’AG et a été proposée comme cible de 

l’EMB chez M. tuberculosis [275]. Son gène, embB, est organisé en opéron avec embC et 

embA dans l’ordre embCAB. embC, embB et embA partagent plus de 65 % d’identité entre 

eux et codent pour des protéines transmembranaires [275]. Les différents composants et 

enzymes de la paroi impactés par EMB seront développés dans le chapitre suivant dédié à la 

paroi mycobactérienne. 

Des mutations dans l’opéron embCAB, en particulier embB, et occasionnellement embC, sont 

responsables de la résistance à l’EMB [275]. La mutation du codon 306 d’embB est la plus 

fréquente retrouvée dans les isolats cliniques résistants à l’EMB, représentant jusqu’à 68 % 

des souches résistantes [276]. Cependant, environ 35 % des souches résistantes à l’EMB 
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n’ont pas de mutations du gène embB, suggérant qu’il pourrait y avoir d’autres mécanismes 

de résistance à l’EMB [277].  

 

- La pyrazinamide (PZA) est un antituberculeux unique qui joue un rôle clé dans le 

raccourcissement de la thérapie antituberculeuse. La PZA tue les souches que les autres 

antituberculeux ne parviennent pas à éliminer, ce qui en fait un médicament essentiel à inclure 

dans toutes les associations médicamenteuses pour le traitement de la tuberculose 

pharmacosensible et pharmacorésistante telle que MDR-TB [278].  

Avant les années 70, la PZA était principalement utilisé comme un antituberculeux de seconde 

ligne mais des études cliniques ont ensuite montré que les effets de RIF et PZA étaient 

synergiques. Ces études ont également montré que le traitement pouvait être raccourci de 

12 mois ou plus à 9 mois si RIF ou PZA était ajouté mais à 6 mois si les deux étaient inclus 

[279]. PZA a depuis été utilisé comme agent de première ligne pour le traitement de MDR-TB. 

PZA a la particularité d’agir sur les bacilles en dormance contrairement aux autres 

antibiotiques. Il se diffuse dans le granulome où il est converti en acide pyrazinoïque qui est la 

forme active de la molécule grâce à l’action de la pyrazinamidase [280]. Cet acide pyrazinoïque 

a plusieurs effets sur la mycobactérie en inhibant notamment l’acide gras synthase (FAS I) 

[281]. Il peut également se lier à la protéine ribosomique SI (RpsA) et ainsi inhiber la trans-

traduction qui serait à l’origine de la destruction des mycobactéries en dormance [282]. 

Les résistances à la PZA proviennent pour la majorité de mutations sur le gène pncA codant 

la pyrazinimidase [282]. 

 

- La streptomycine (SM) est un aminoglycoside qui interagit directement avec la petite sous-

unité ribosomique contrairement à la plupart des antibiotiques qui agissent sur la croissance 

des bactéries en ciblant la biosynthèse protéique [283]. La résistance à SM émerge lorsque 

des mutations apparaissent dans les gènes codant pour l’ARNr 16S et la protéine S12 codée 

par le gène rpsL.    

SM a été le premier antibiotique utilisé contre M. tuberculosis. Elle a été utilisée pendant des 

années en monothérapie ce qui a fini par mener à des résistances; par conséquent, son 

utilisation a progressivement diminué. Mais compte tenu des taux de résistance détectés avec 

les médicaments antituberculeux actuels, l’utilisation de la streptomycine a suscité un regain 

d’intérêt. En effet, une étude réalisée sur 1496 souches de de M. tuberculosis a permis de 

déterminer une résistance globale de 2,2 % à SM sur l’ensemble des souches testées ce qui 

la place dans la moyenne comparée aux autres drogues [284]. Malgré tout, la SM est 

maintenant passé dans le traitement antituberculeux de seconde ligne.  
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 Pour tous ces antituberculeux, des résistances ont donc émergé ce qui amène 

aujourd’hui à la recherche de nouvelles cibles médicamenteuses afin d’élaborer de nouveaux 

traitements (Tableau I.1). Si l’on regarde les cibles actuelles des différents médicaments, on 

s’aperçoit également que les composants de la paroi mycobactérienne sont le plus souvent 

privilégiés, notamment en ce qui concerne la biosynthèse des acides mycoliques et de 

l’arabinogalactane (AG).  

 

Tableau I.1. Cibles moléculaires impliquées dans la résistance aux antituberculeux de première 

ligne. 

Les pourcentages sont corrélés à la proportion de souches résistantes ayant une mutation dans le gène 

[285]. 

 

 

 III.4) Développement de la tuberculose multi-résistante 

 Le développement de la résistance bactérienne a été identifié peu de temps après 

l’introduction des traitements antituberculeux dans les années 1940 [286]. Bien que des 

thérapies contenant de l’INH et de la RMP aient été mis au point au cours des 30 années qui 

ont suivies, le terme de tuberculose multirésistante (MDR-TB), qui dénote une résistance à 

ces deux médicaments, n’a été largement utilisé qu’au début des années 1990 [287].  

 Peu de temps après, des souches tuberculeuses de plus en plus résistantes ont été 

signalées et, en 2006, l’OMS a introduit la définition de la tuberculose ultrarésistante (XDR-

TB) – une amélioration de la tuberculose multirésistante – définie comme une souche 

résistante non seulement à l’INH et à la RMP, mais également à la fluoroquinolone et à l’un 

des trois antituberculeux injectable de seconde ligne (kanamycine, amikacine, ou 

capreomycine) [288].  

 En 2007, lorsque des cas de tuberculose résistants à tous les médicaments de 

première et seconde ligne ont été identifiés pour la première fois publiquement, le terme de 

pharmacorésistance extrême a d’abord été utilisé pour qualifier ces souches [289], mais ce 

Antituberculeux Cibles Gène(s) Anomalies impliquées dans la résistance

Rifampicine Sous-unité  de l'ARN polymérase rpoB  (99%) Mutations faux-sens (93%)                 

Délétions (4%)                                          

Insertions (3%)

Catalase peroxydase katG  (60%) Mutations faux sens                               

Délétions

Enoyl acyl carrier protein reductase inhA (10 à 20%) Mutations codon 94/95                                 

Mutation promoteur

Alkylhydroperoxide reductase ahpC                          

kasA                          

oxyR

Ethambutol Arabinogalactane embA , embB Mutations embB  (70%)

Pyrazinamide Pyrazinamidase pncA Mutations                                                                  

Délétions                                                                  

Insertions

Protéine ribosomale S12   rpsL Mutations faux-sens (70%)

ARNr 16S rrs Mutations

Streptomycine

Isoniazide
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type de résistance a été renommé totalement pharmacorésistant dans des publications 

ultérieures. L’OMS a cependant recommandé de ne pas définir la résistance au-delà d’une 

tuberculose ultrarésistante faute de preuves montrant que ces souches, définies comme 

totalement résistantes lorsqu’elles sont cultivées in vitro, sont en corrélation avec les résultats 

cliniques.  

 

 En revanche, les termes MDR-TB et XDR-TB ont une signification clinique. Ces termes 

ont été choisis à l'origine non seulement parce qu'ils possèdent des profils de résistance 

reproductibles, mais également parce qu'ils décrivent la résistance aux médicaments 

antituberculeux les plus puissants. Les patients atteints de tuberculose multirésistante 

présentent des taux élevés d'échec thérapeutique et de décès [290], et les résultats sont 

encore plus médiocres chez les patients atteints de tuberculose ultrarésistante [291]. Des taux 

de mortalité particulièrement élevés ont été rapportés chez les personnes co-infectées par une 

tuberculose ultrarésistante et par le VIH.  

Les résultats médiocres chez les patients atteints de tuberculose multirésistante et 

ultrarésistante ont été attribués à la perte d'efficacité et à la toxicité accrue des médicaments 

de seconde ligne ainsi qu’à la longueur du traitement.  

Le développement de traitements plus sûrs et plus efficaces pour lutter contre la tuberculose 

à bacilles résistants a été identifié comme une priorité par l'OMS, et plusieurs nouveaux 

médicaments et schémas thérapeutiques sont en cours de développement. 
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Conclusion du premier chapitre 

 Au cours du siècle qui s’est écoulé entre la découverte du bacille tuberculeux par Koch 

et la mise au point d’un traitement capable de guérir la tuberculose en seulement 6 mois, les 

progrès biomédicaux fulgurants ont permis d’apprivoiser un tueur aussi redoutable que la 

tuberculose. 

 Alors que de grands progrès ont été réalisés dans la lutte contre la tuberculose dans 

les pays riches, le fardeau mondial de la maladie n'a jamais diminué et l'avènement de 

l'épidémie de VIH ainsi que l'apparition de maladies pharmacorésistantes ont déclenché une 

nouvelle crise mondiale. Mais la perte d’intérêt pour l’innovation, la découverte et l’amélioration 

des outils disponibles pour contenir la maladie n’ont fait qu’accroître cette situation. Ce n'est 

qu'au cours des dernières années que la communauté mondiale de la santé publique a 

reconnu l'importance de chercher continuellement de nouvelles stratégies pour combattre la 

maladie. 

 C’est pour cela que l’OMS a créé la ‘End TB Strategy’ avec pour objectif une réduction 

de 90 % de l’incidence de la tuberculose dans les vingt prochaines années, ainsi qu’une 

réduction de 95 % des décès dus à la tuberculose et à la fin des coûts exorbitants pour les 

personnes et les familles touchées par la tuberculose [292]. Cette stratégie semble ambitieuse 

car les taux actuels de baisse de l’incidence se situent entre 1 et 2 points par an alors qu’une 

diminution de 15 points par an est nécessaire pour arriver à l’objectif fixé. Son succès repose 

donc sur le développement rapide d’un nouvel arsenal de diagnostics, de biomarqueurs, de 

médicaments pour traiter et prévenir la tuberculose et enfin d’un vaccin très efficace qui 

pourrait venir remplacer le vaccin BCG actuel.  

 Une partie du problème est que les stratégies de santé publique pour lutter contre la 

tuberculose sont basées uniquement sur le modèle d'identification et de traitement des cas de 

maladie depuis les années 1970, croyant à tort que la recherche de cas et la prescription du 

traitement adéquat étaient tout ce qui était nécessaire pour réduire l'incidence. Peu d'attention 

cependant a été accordée à la prévention de la tuberculose, même dans les populations les 

plus à risque d'infection latente, telles que les jeunes enfants, les contacts familiaux et les 

personnes infectées par le VIH alors qu’il s’agit ici des pistes les plus sérieuses sur lesquelles 

il faut se pencher pour enrayer la maladie. En effet, la modélisation épidémiologique montre 

aujourd’hui clairement qu'il est nécessaire d'attaquer le réservoir d'infections latentes à 

l'origine de futurs cas si l'on veut contenir la tuberculose.  

 

 Si l’on fait maintenant le lien avec le projet de thèse, celui-ci s’insère parfaitement dans 

les besoins actuels de lutte contre la tuberculose. D’un point de vue fondamental, rechercher 

de nouvelles enzymes impliquées dans la paroi mycobactérienne permet de mieux 

appréhender les différents mécanismes qui y sont associés, que ce soit en termes de 
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biosynthèse mais aussi de catabolisme. D’ailleurs, si la plupart des voies biosynthétiques de 

la paroi mycobactérienne sont aujourd’hui bien connues, il en est tout autre pour un éventuel 

catabolisme où un seul article en fait référence dans la littérature [293]. 

 D’un point de vue plus concret, démontrer un catabolisme de la paroi mycobactérienne 

et identifier les enzymes associées, et plus particulièrement ici dans le cas de l’AG, permettrait 

de rechercher des inhibiteurs potentiels à ces enzymes et ainsi développer de nouveaux 

traitements contre la tuberculose. En effet, pour s’adapter à son environnement et notamment 

au granulome, les mycobactéries sont capables de moduler la structure de leur paroi [294]. En 

empêchant ce remodelage par ciblage des enzymes impliquées, il est fort probable que la 

mycobactérie ne puisse survivre.  

 C’est pour toutes ces raisons que le second chapitre va s’articuler autour de la paroi 

mycobactérienne et aux différents composants qui la définisse. Celui-ci va également 

permettre de faire un tour d’horizon des différents acteurs connus à l’heure actuelle dans la 

biosynthèse et le catabolisme de ces constituants de la paroi mycobactérienne afin de mieux 

replacer le sujet de thèse dans son contexte.   
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Chapitre II : La paroi cellulaire au cœur de la machinerie 

mycobacérienne 
 

La remarquable complexité moléculaire de la paroi mycobactérienne est une 

caractéristique particulièrement distinctive qui différencie les espèces mycobactériennes des 

autres procaryotes. Bien qu’elles soient classées comme organismes à Gram positif, leurs 

enveloppes partagent en fait des caractéristiques notables avec les parois cellulaires à Gram 

négatif, comme par exemple l’existence d’une barrière externe perméable agissant comme 

une pseudo-membrane externe. Une grande partie de la définition structurelle de la paroi 

mycobactérienne a été réalisée dans les années 1960 et 1970 et a ensuite été poursuivie par 

Minnikin et al. qui ont proposé en 1982 le modèle structural qui est actuellement accepté pour 

l’architecture de la paroi cellulaire [295] .  

 Cette paroi mycobactérienne est composée de trois entités majeures (Figure II.1). La 

couche la plus interne est la membrane plasmique qui est typique des membranes 

bactériennes à l’exception de la présence de glycolipides, lipoglycanes et lipoprotéines 

spécifiques aux mycobactéries. En dehors de la membrane plasmique se trouve le noyau de 

la paroi composé du peptidoglycane (PG) en liaison covalente avec l’hétéropolysaccharide 

arabinogalactane (AG) via des unités de liaison phosphoryl-N-acétylglucosaminosyl-

rhamnosyle, qui est à son tour estérifié à ses extrémités non réductrices en acides mycoliques 

à longues chaînes carbonées (C60-C90) α-alkyles et β-hydroxyles. Le noyau de la paroi 

mycobactérienne, aussi appelé complexe mycolyl-arabinogalactane-peptidoglycane (mAGP) 

constitue approximativement 35 % de la paroi mycobactérienne. Ce complexe est essentiel 

pour la viabilité de la mycobactérie et il est aussi le site de résistance et de susceptibilité à de 

nombreux médicaments antituberculeux [296], [297]. Les acides mycoliques liés à l’AG (mAG) 

forment la majeure partie du feuillet interne de la membrane externe, avec la couche externe 

constituée d’une variété de glycolipides, lipoglycanes (lipomannane et lipoarabinomannane) 

et lipoprotéines liés de manière non covalente, certains d’entre eux étant glycosylés. 

L’organisation et la composition de cette bicouche externe asymétrique aussi appelée 

mycomembrane ou membrane externe [298], [299] confère à la mycobactérie une haute 

résistance intrinsèque à de nombreux agents thérapeutiques et aux mécanismes de défense 

de l’hôte [300]. Enfin, il a été montré qu’une structure capsulaire lâche rattachée à l’extérieur 

de la membrane externe était également présente [301], [302]. Les trois polysaccharides 

majeurs retrouvés dans cette capsule-like de M. tuberculosis sont de l’α-D-glucane de masse 

moléculaire élevée et de structure similaire à celle du glycogène, du D-arabino-D-mannane et 

du D-mannane [303], [304]. De plus, la nature et les quantités des différents composants de 

la membrane externe et de la capsule-like varient selon les isolats de M. tuberculosis et cette 
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diversité en terme de composition de surface a un impact significatif sur la façon dont 

M. tuberculosis agit avec l’hôte [305], [306]. 

 

Figure II.1. Représentation schématique de l’enveloppe cellulaire de M. tuberculosis. 

La capsule-like n’est ici pas représentée car la structure n’est pas encore totalement élucidée. 

Abbréviations : Ac/Ac2 PIM2, tri-/tétra-acylé phosphatidyl-myo-inositol-dimannoside; Ac/Ac2 PIM6, tri-

/tétra-acylé phosphatidyl-myo-inositol-hexamannoside; AG, arabinogalactane; AGP, complexe 

arabinogalactane-peptidoglycane; DAT, diacyltréhalose; DPG, diphosphatidylglycérol; GalNH2, résidu 

galactosamine; k, céto; LAM, lipoarabinomanne; LM, lipomannane; m, méthoxy; AM, acides mycoliques; 

PAT, polyacyltréhalose; PDIM, phtiocérol dimycocérosate; PE, phosphatidyléthanolamine; PG, 

peptidoglycane; PI, phosphatidyl-myo-inositol; SGL, sulfoglycolipide [307]
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 Comme on peut le constater sur la Figure II.1, la paroi mycobactérienne est très riche 

et très diversifiée en termes de composition et de structure. Le projet de thèse se concentre 

sur une partie de la paroi en particulier, à savoir l’AG, mais il est également important de savoir 

ce qui a déjà été découvert sur les autres éléments de la paroi et notamment au niveau du 

complexe mAGP afin de mieux cerner l’environnement de cet AG. C’est pour cette raison que 

la seconde partie de l’introduction va se focaliser sur la structure et le métabolisme de ces 

différents constituants de la paroi avec une attention toute particulière sur l’AG qui reste le 

point central du projet. Au-delà du complexe mAGP, un intérêt sera également porté aux LM 

et LAM qui possèdent des chaînes d’arabinane que l’on retrouve aussi dans l’AG. 

 

I) Le peptidoglycane mycobactérien 

 I.1) Structure du peptidoglycane  

 Le peptidoglycane (PG) est présent dans presque toutes les bactéries, assurant la 

forme, la rigidité et la stabilité osmotique des bacilles à Gram négatif et Gram positif [308]. 

Tous les PG produits par des bactéries partagent la même structure de base : un squelette 

glycanique et de courtes chaînes latérales peptidiques réticulées [309]. Le squelette est 

généralement composé de N-acétylglucosamine (GlcNAc) et d’acide N-acétylmuramique 

(MurNAc) liés via des liaisons β-(1→4) [310]. Cependant, les PGs mycobactériens possèdent 

une modification structurale notable : Le résidu MurNAc est oxydé en acide                                                    

N-glycolylmuramique (MurNGlyc) [311], [312]. Cette modification est censée être impliquée 

dans l’augmentation de la résistance globale du PG en fournissant des sites pour les liaisons 

hydrogène, ainsi que dans la sensibilité décroissante potentielle du lysozyme [312]. Les 

chaînes latérales tétrapeptidiques sont attachées aux composants muramyl qui se ramifient 

pour former une structure en maillage. Chez M. tuberculosis, ces chaînes latérales sont 

composées de L-alanyl-D-isoglutaminyl-meso-diaminopimelyl-D-alanine ramifiées entre le 

résidu acide meso-diaminopimélique (m-DAP) d’une première chaîne et la D-alanine d’une 

seconde chaîne en formant une liaison (3→4),  ce qui signifie que M. tuberculosis possède un 

PG du groupe AI-selon le système de classification de Schleifer et Kandler [308]. De plus, 

M. tuberculosis a la capacité de modifier les liaisons (3→4) en liaisons (3→3) sans passer par 

une synthèse de novo du PG, ce qui lui permet d’assurer la protection de la mycobactérie 

contre les endopeptidases [313]. Le PG mycobactérien a également la capacité de former un 

grand nombre de liaisons m-DAP-(3→3)-m-DAP qui augmentent lorsque le bacille entre en 

phase stationnaire (plus de 80 % de ramifications de ce type) [313]. 

 I.2) Biosynthèse du peptidoglycane  

 La voie séquentielle Mur ligase est le contributeur majeur de la biosynthèse du PG 

(Figure II.2). MurA (Rv1315) possède une activité énoylpyruvyl transférase qui ajoute le 
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phospho-énol-pyruvate à l’UDP-GlcNAc pour former l’UDP-énoylpyruvyl-GlcNAc [314]. MurB 

(Rv0482) utilise ensuite le NADPH pour réduire le groupement énoylpyruvyl en groupement 

ether de lactoyle pour former de l’UDP-MurNAc [315]. NamH (Rv3808) hydroxyle alors l’UDP-

MurNAc en UDP-MurNGlyc pour fournir les deux types de substrats UDP-muramyl [312]. A 

partir de ce point, les résidus d’acides aminés sont attachés à l’UDP-MurNAc/Glyc par les 

ligases Mur ATP-dépendant, en commençant avec la ligature de l’UDP-N-acetylmuramoyl:L-

alanine par MurC (Rv2151c). S’ensuit l’ajout du D-isoglutamate par MurD (Rv2155c), l’addition 

du m-DAP par MurE (Rv2158c), et enfin l’ajout de la D-alanyl-D-alanine par MurF (Rv2157c) 

[316]. Le produit ainsi formé s’apparente au nucléotide de Park, à savoir le pentapeptide 

muramyl suivant : UDP-MurNAc/Glyc-L-ala-D-isoglu-m-DAP-D-ala-D-ala [317]. Chez 

M. tuberculosis, seules MurB [318], MurC [319] et MurE [320] ont été biochimiquement 

caractérisées. Ce nucléotide de Park est ensuite transféré sur un décaprényl phosphate par 

MurX (Rv2156c), aussi connue sous le nom de MraY [321], donnant ainsi lieu à ce que l’on 

appelle le Lipide I. MurG (Rv2153c) attache le GlcNAc de l’UDP-GlcNAc sur le lipide I via une 

liaison β-(1→4) entre le résidu GlcNAc et le MurNAc/Glyc afin de former le Lipide II, l’unité 

monomérique finale de la synthèse du PG [322]. Il y a actuellement un débat quant à l’identité 

de la Lipide II flippase, qui permet la translocation du Lipide II à travers la membrane 

plasmique. Initialement, elle a été reportée comme étant MurJ chez E. coli (Rv3910) par Ruiz 

[323], mais a par la suite été contestée par Mohammadi et al. [324]. Cependant, le groupe de 

Ruiz a récemment reporté des données in vivo de E. coli qui prêtent plus de crédibilité à 

l’identification de la flippase comme étant MurJ [325]. Quoi qu’il en soit, des recherches 

approfondies sur ces deux enzymes doivent être menées pour caractériser entièrement la 

Lipide II flippase mycobactérienne. 

 Des inhibiteurs de ces différentes enzymes impliquées dans la biosynthèse du PG 

existent mais beaucoup d’efforts doivent encore être fournis pour déterminer la totalité d’entre 

eux. En effet, les inhibiteurs de M. tuberculosis MuraA et MurB restent encore à découvrir. 

Tandis que le produit naturel, l’antibiotique à large spectre fosfomycine, cible MurA chez les 

bactéries à Gram négatif, le résidu crucial pour l’inhibition est absent chez M. tuberculosis, 

fournissant alors la résistance intrinsèque contre cette antibiotique [314]. De ce fait, un 

inhibiteur avec un nouveau mode d’action est nécessaire pour cibler MurA chez                             

M. tuberculosis. Un nombre limité d’inhibiteurs ont été reportés contre MurB. Des études par 

dynamique moléculaire et docking sur les inhibiteurs existants de MurB (dérivés de 3,5-

dioxopyrazolidine)  ont révélé l’activité potentielle de ces composés qui pourront être utilisés 

comme  modèle pour la conception de futurs médicaments [326]. Les inhibiteurs de NamH 

n’ont pas été documentés; namH n’est pas essentiel chez M. smegmatis, et n’est donc pas 

propice à une propriété prioritaire de cible caractéristique. Cependant, la délétion de gêne 
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conduit à une souche hypersensible aux antibiotiques β-lactame et au lysozyme. Les 

inhibiteurs de NamH pourraient donc potentialiser l’effet des β-lactames [312]. 

 En ce qui concerne les Mur ligases permettant l’attachement des différents acides 

aminés composant le PG, celles-ci partagent des propriétés communes comme le mécanisme 

réactionnel, les six résidus ‘Mur’ invariants, une séquence consensus de liaison à l’ATP ou 

encore des domaines structuraux [327]. En raison de ces similitudes, il est fort probable qu’un 

seul inhibiteur puisse cibler plus d’une Mur ligase et de tels inhibiteurs ont été reportés dans 

la littérature [328]. De nombreuses petites molécules inhibitrices de ces Mur ligases ont été 

découvertes et ont fait l’objet d’études approfondies [329]. Dans la plupart des cas, ces 

inhibiteurs ont été identifiés à partir de campagnes de criblage à haut débit de banques de 

composés en utilisant des dosages cinétiques in vitro.  

 Après translocation du Lipide II à travers la membrane, les enzymes bifonctionnelles 

PonA1/PBP1 (Rv0050) et PonA2/PBP2 (Rv3682) transglycosylent les monomères du Lipide 

II en attachant le résidu GlcNAc au résidu muramyl du PG [330]. En plus de leur domaine de 

transglycosylation, PonA1 et PonA2 possèdent une activité transpeptidase, permettant la 

formation des liaisons classiques (3→4) entre le m-DAP et la D-ala, au détriment du clivage 

au niveau de la chaîne latérale peptidique D-ala-D-ala [331]. D’autres domaines de PonA1 et 

PonA2 comprennent une hélice transmembranaire et un domaine PASTA (penicillin-binding 

protein and serine/threonine kinase associated domain). Cependant, il ne se comporte pas 

comme un domaine PASTA classique car il ne lie pas les ligands attendus [332]. Quand 

M. tuberculosis entre en dormance, le nombre de liaisons (3→3) entre les résidus m-DAP 

augmente par un réarrangement du PG via des L,D-transpeptidases atypiques [333]. Cinq 

paralogues ont été identifiés au sein de M. tuberculosis : LdtMt1 (Rv0116c), LdtMt2 (Rv2518c), 

LdtMt3 (Rv1433), LdtMt4 (Rv0192) et LdtMt5 (Rv0483). Les L,D-transpeptidases effectuent la 

conversion des liaisons (3→4) en liaisons (3→3) par clivage du résidu D-ala de la chaîne 

donneuse, laissant derrière elles une chaîne tripeptidique dans la phase stationnaire du PG 

[334]. Cependant, seules des souches ∆LdtMt1 et ∆LdtMt2 ont montré des différences 

phénotypiques dans la structure du PG [335]. 

 Les inhibiteurs mentionnés jusqu’à présent ciblent directement les enzymes impliquées 

dans la biosynthèse du PG. Il existe cependant d’autres antibiotiques qui agissent sur les 

précurseurs du PG. Par exemple, les glycopeptides vancomycine et teicoplanine se lient aux 

D-ala-D-ala terminaux du pentapeptide, empêchant ainsi les réactions de polymérisation [336]. 

Les membres de la famille d’antibiotiques des lantibiotiques tels que la nisine interagissent 

avec le résidu pyrophosphate du lipide II, formant alors un pore dans la membrane 

cytoplasmique, ce qui inhibe la biosynthèse du PG [337]. Le lipoglycodepsipeptide 

ramoplanine inhibe quant à lui l’action de MurG en se liant au lipide I. La ramoplanine peut 

également se lier au lipide II, ce qui empêche sa polymérisation [338].   
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Figure II.2. Schéma de biosynthèse du peptidoglycane avec les différentes enzymes impliquées et les 

inhibiteurs associés. 
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 I.3) Turnover du peptidoglycane 

 On connaît à ce jour peu de choses sur la dégradation et le recyclage du PG chez les 

mycobactéries. CwlM (Rv3915) et Rv3717 sont des amidases de M. tuberculosis qui clivent le 

PG entre les résidus MurNAc et le premier L-Ala de la chaîne peptidique [339]. En outre, le 

génome de M. tuberculosis code potentiellement pour sept endopeptidases de la famille 

NPL/P60. Les deux membres les plus étudiées de cette famille sont RipA (Rv1477) et RipB 

(Rv1478) qui clivent les fragments du PG entre le D-isoglu et le m-DAP [340]. Enfin, 

M. tuberculosis possède cinq gènes rpf-like codant pour des protéines partageant des 

caractéristiques structurales communes avec le lysozyme-like (dérivé de l’enzyme lysozyme 

qui hydrolyse le PG), ce qui suggère qu’ils peuvent cliver la chaîne glycannique du PG [341]. 

Le mécanisme par lequel les protéines Rpf stimulent la réactivation cellulaire et la croissance 

est encore incertain. Alors que le clivage du PG par les protéines Rpf peut directement 

expliquer l’initiation de la réplication après une période de latence, il a également été proposé 

que les muropeptides libérés à la suite de l’action des protéines Rpf puissent agir comme des 

molécules de signalisation dans l’hôte. Ils pourraient également stimuler la protéine Ser/Thr 

kinase PknB pour réguler indirectement la biosynthèse de l’enveloppe cellulaire et la division 

cellulaire [342]. 

 

II) L’arabinogalactane mycobactérien 

 II.1) Structure de l’arabinogalactane 

 L’AG est un composant structural clé du complexe mAGP. En effet, cet 

hétéropolysaccharide joue un rôle important dans l’ancrage covalent de la couche des acides 

mycoliques à la couche interne du peptidoglycane. Il est également unique dans sa 

composition car il n’est constitué que de glycanes sous forme furanique [343] (Figure II.3). 

 Contrairement à la plupart des polysaccharides bactériens, l’AG ne comporte pas 

d’unités répétitives mais se compose plutôt de quelques motifs structuraux bien distincts [344]. 

De précédentes recherches ont montré que l’AG était attaché de manière covalente au PG via 

une unité linker spécifique [345]. Dans cette étude, la dépolimérisation partielle de l’AG per-O-

alkylé et l’utilisation de la méthylation ont permis de générer des oligomères qui ont été 

analysés par GC-MS, mais aussi par spectrométrie de masse FAB (Fast Atom Bombardment) 

et par spectroscopie RMN, dans le but d’élucider en détail la structure de l’AG. Il en est ressorti 

qu’à l’extrémité réductrice de ce polysaccharide, l’unité linker connecte la chaîne de galactane 

linéaire en position C-6 d’un résidu acide N-glycolyl-muramique (MurNGly) provenant du PG. 

Ce linker contient un pont di-glycosyl-phosphoryle, α-L-Rhap-(1→3)-α-D-GlcNAc-(1→P), 

structure propre aux mycobactéries et à d’autres actinomycètes [345]. 
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 La chaîne galactane de l’AG se compose d’environ 30 résidus de galactofuranose liés 

entre eux alternativement par des liaisons β-(1→5) et β-(1→6) sous forme linéaire. Trois 

chaînes d’arabinane, chacune contenant environ 30 résidus d’arabinose (Araf), viennent se 

greffer au niveau du carbone C-5 de certains résidus β-(1→6)-Galf [344] [346]. Le domaine 

arabinane, en contraste avec le galactane linéaire, est fortement ramifié. L’AG étant un 

composant essentiel de la mycobactérie, sa structure a aussi été étudiée dans le genre 

apparenté Corynebacteria dans lequel l’AG n’est pas essentiel. Des études de délétion dans 

Corynebacterium glutamicum, couplées à des analyses en spectrométrie de masse, ont mises 

en avant que les trois chaînes d’arabinane sont attachées sur les galactoses en position 8, 10 

et 12 de la chaîne galactane dans C. glutamicum [347]. La majorité des résidus Araf forment 

un squelette contenant des résidus α-D-Araf liés en α-(1→5) avec des ramifications introduites 

sur l’hydroxyle C-3 formant alors des résidus 3,5-α-D-Araf [344]. A l’extrémité non réductrice 

de l’AG, le domaine arabinane ramifié est attaché de manière covalente aux acides mycoliques 

de la membrane externe, complétant ainsi le complexe mAGP dans son intégralité. Des études 

ont également montré que les extrémités non réductrices des chaînes d’arabinane sont 

constituées du motif suivant : [β-D-Araf-(1→2)-α-D-Araf]2-(1→3,5)-α-D-Araf-(1→5)-α-D-Araf-

(1→5)-(1→)], avec les acides mycoliques liés en position 5 des unités β-D-Araf et des unités 

pénultièmes 2-α-D-Araf [348]. Des analyses approfondies en GC-MS ont démontré que les 

unités mycolyl sont regroupées par groupe de quatre sur l’hexa-arabinofuranoside terminal. 

Cependant, seul deux tiers d’entre elles sont mycolylées sous condition physiologique [348].  

 D’autre part, des substituants galactosamine (D-GalN) et succinyl ont été identifiés en 

position C-2 de certains résidus 3,5-α-D-Araf [346], [349], [350], [351]. Il a été estimé qu’un 

résidu de D-GalN par AG est présent et il est retrouvé exclusivement dans les parois 

mycobactériennes des espèces à croissance lente, comme M. tuberculosis par exemple. En 

revanche, jusqu’à trois résidus de succinyl sont présents par AG et on les retrouve aussi bien 

dans les espèces mycobactériennes à croissance lente qu’à croissance rapide. De plus, 

seules les chaînes d’arabinane non mycolylées sont succinylées, et aucune des chaînes 

d’arabinane décorée ne possède les deux substituants. Ces deux structures décoratives 

contribuent d’ailleurs à la rigidité et à l’étanchéité de l’AG; le D-GalN protoné par exemple peut 

intéragir avec des substances anioniques, telles que les succinates chargés négativement 

[346]. 

 Il a également été montré par des expériences sur des mutants KO pour l’enzyme de 

branchement du D-GalN chez M. tuberculosis que la présence de ce substituant abroge la 

maturation complète et l’activation des cellules dendritiques humaines. Elle stimulerait 

également l’augmentation de la sécrétion des IL-10 et la diminution de l’activation des 

récepteurs Toll-Like 2 (TLR2) [4]. Les AG purifiés des souches WT ou des mutants D-GalN-

déficient n’altérant pas la maturation des cellules dendritiques, il a été postulé que la présence 
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du résidu D-GalN protoné sur l’AG, à travers ses interactions avec les composés anioniques 

de la membrane externe, pourrait altérer la topologie de la surface cellulaire, modulant ainsi 

les interactions avec les récepteurs de la cellule hôte et résultant en la répression de la 

réponse immunitaire initiale [4]. La signification biologique des substituants succinyl n’a quant 

à elle pas encore été définie. Il a été proposé que les résidus succinyl chargés négativement 

interagissent avec le D-GalN protoné, menant alors à une structure d’AG plus resserrée et 

plus rigide [352]. L’observation que les chaînes d’arabinane mycolylées sont dépourvues de 

substituant succinyl a également conduit à la suggestion que la succinylation pourrait contrôler 

négativement la mycolylation [352]. 

 

 

Figure II.3. Modèle structurale de l’arabinogalactane [307].  

 

 II.2) Biosynthèse de l’arabinogalactane 

  II.2.a) Biosynthèse de l’unité linker 

 Les différents constituants de l’AG du complexe mAGP sont tous synthétisés sur un 

transporteur lipidique decaprenyl phosphate (P-C50), avant d’être rattachés au PG et aux 

mycolates. La biosynthèse de cette unité linker s’effectue du côté cytoplasmique de la 

membrane et démarre avec le transfert d’une GlcNAc-1-P provenant de l’UDP-GlcNAc sur le 
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transporteur lipidique grâce à la GlcNac transférase WecA (Rv1302) [353], [354]. Cette 

enzyme WecA chez M. tuberculosis montre des homologies significatives avec celles 

retrouvées chez les bactéries Gram négatif, comme E. coli où elle catalyse la première étape 

de la biosynthèse du lipopolysaccharide antigène O [354]. Des études sur des mutants KO à 

l’aide de la microscopie électronique en transmission (MET) ont également mis en avant le fait 

que wecA est essentiel pour la croissance de M. smegmatis [354].  

 Ensuite, la rhamnosyltransférase WbbL encodé par Rv3265c attache le résidu 

rhamnose (Rha) sur le motif C50-P-P-GlcNAc formant ainsi la structure C50-P-P-GlcNac-Rha 

[353], [355] correspondant à l’unité linker complète. L’inactivation d’un mutant de 

M. smegmatis sensible à la température a démontré que WbbL est essentielle pour la 

formation du linker AG-PG et qu’elle est par conséquent vitale pour la mycobactérie [355]. Des 

expériences in vitro couplées à de l’analyse bioinformatique de WbbL de M. tuberculosis ont 

offert une meilleure compréhension du mécanisme de cette enzyme et ont donc fourni des 

informations pour le développement de vaccins et de nouveaux médicaments anti-tuberculeux 

[356]. Le résidu Rha est fourni par le dTDP-Rha provenant d’une séquence réactionnelle à 

quatre étapes. RmlA, RmlB, RmlC et RmlD (Rv0334, Rv3464, Rv3465 et Rv3266c, 

respectivement) catalysent la conversion du α-D-Glc-1-P et du TTP en dTDP-Rha. Il a été 

montré par mutagénèse insertionnelle que l’inactivation des gènes rmlB, rmlC et rmlD dans M. 

smegmatis est létale pour la mycobactérie [357], [358]. 

 Concernant les inhibiteurs, WecA a été identifiée comme cible de dérivés de la 

caprazamycine, tels que CPZEN-45, avec l’antibiotique nucléosidique d’origine montré pour 

cibler MraY [359]. Récemment, un test basé sur la fluorescence pour l’activité de WecA a été 

développé et utilisé pour cribler les banques de composés avec un certain succès [360]. Les 

inhibiteurs ciblant WbbL doivent encore être identifiés. Cette enzyme essentiel, présente dans 

toutes les mycobactéries, est reconnue comme une cible prometteuse et c’est pour cette 

raison que des recherches sont en cours pour caractériser l’enzyme via l’établissement d’un 

test basé sur du microtitrage afin de déterminer son activité qui pourrait par la suite être 

exploitée grâce au criblage de la banque d’inhibiteurs [361].  

 

 II.2.b) Biosynthèse de la chaîne galactane 

Cette biosynthèse a lieu également au niveau de la face cytoplasmique de la membrane 

mycobactérienne. L’unité linker sert d’accepteur pour l’addition séquentielle de 30 résidus de 

Galf assemblés de manière linéaire. Deux galactofuranosyltransférases bifonctionnelles 

impliquées dans la biosynthèse de la paroi mycobactérienne ont été identifiées à ce jour, les 

deux utilisant l’UDP-Galf comme substrat [362], [363], [364]. GlfT1 (Rv3782) reconnaît 

spécifiquement l’unité linker, C50-P-P-GlcNAc-Rha, et catalyse le transfert des deux premiers 

résidus Galf en position C-4 du Rha. Les autres résidus Galf sont ensuite ajoutés par la 
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seconde transférase GlfT2 (Rv3808c). Il a été démontré que GlfT2 agit aussi bien en tant que 

UDP-Galf:β-D-(1→5) galactofuranosyltransférase qu’en tant que UDP-Galf:β-D-(1→6) 

galactofuranosyltransférase. Elle est aussi responsable de l’essentiel de la biosynthèse du 

galactane en polymérisant séquentiellement ce polysaccharide et en alternant les liaisons        

β-(1→5) et β-(1→6) [362]. D’autres études ont été menées sur les propriétés biochimiques et 

biophysiques de GlfT1 et GlfT2 afin d’obtenir une meilleure compréhension de la biosynthèse 

de l’AG. De plus, des équipes ont proposé un mécanisme de polymérisation en chaîne dans 

lequel GlfT2 contrôle la longueur de la chaîne galactane. Cette variation de longueur de chaîne 

a d’ailleurs un impact direct les fonctions biologiques de la paroi et aurait donc un effet sur la 

virulence [365], [366]. 

 

  II.2.c) Biosynthèse de la chaîne arabinane 

 Il est admis que les étapes suivantes de l’assemblage de l’AG, incluant la 

polymérisation de l’arabinane, s’effectuent du côté exoplasmique de la membrane. Malgré les 

investigations sur la nature du transport de ces polysaccharides pariétaux mycobactériens, les 

protéines impliquées dans ce processus restent à ce jour inconnues. Seules Rv3781 et 

Rv3783, codant pour un transporteur ATP Binding Cassette (ABC), seraient des candidates 

potentielles au rôle de flippase [367], [368]. 

 Des études in vitro suggèrent que les résidus Araf sont transférés directement sur 

l’intermédiaire C50-P-P-GlcNAc-Rha-Galf30 préalablement synthétisé, en utilisant le seul 

donneur d’Araf connu chez les mycobactéries, à savoir le decaprenylmonophosphoryl-D-

arabinose (DPA) [369]. La biosynthèse de ce sucre a été étudiée en détail et comporte 

plusieurs étapes se déroulant dans le cytoplasme, avant que celui-ci ne soit réorienté vers la 

face exoplasmique de la membrane [370], [371]. La réorientation du DPA dans le périplasme 

reste d’ailleurs inconnue. La flippase impliquée dans ce mécanisme avait récemment été 

associée à l’enzyme Rv3789, mais celle-ci semble finalement jouer un rôle différent de 

protéine d’ancrage pour le recrutement d’AftA [372]. Le DPA est synthétisé à partir du 5-

phosphoribosyl-1-pyrophosphate (pRpp) et la première étape consiste au passage du pRpp 

au decaprenylphosphoryl-5-phosphoribose (DPPR), une réaction catalysée par UbiA 

(Rv3806c). La délétion du gène ubiA de C. glutamicum (NCgl2781) résulte en une perte 

complète de la chaîne arabinane, indiquant ainsi que le DPA est le seul donneur d’Araf dans 

la biosynthèse de l’AG [371]. La déphosphorylation du DPPR en decaprenyl-5-phosphoribose 

(DPR) est catalysée par la phosphatase Rv3807c, dont l’orthologue chez M. smegmatis 

(MSMEG_6402) a été montré comme étant un gène non essentiel [373]. Le produit 

déphosphorylé, DPR, est par la suite oxydé au niveau du 2-OH du ribose pour donner le 

décaprenylphosphoryl-2-kéto-β-D-erythropentofuranose (DPX), qui est lui-même réduit en 

DPA. DprE1 (Rv3790) et DprE2 (Rv3791) forment un hétérodimère et catalysent 
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l’épimérisation de l’unité ribosyl du DPR, menant alors au donneur essentiel DPA. L’implication 

possible d’une troisième enzyme (Rv2073c) a aussi été suggérée dans cette réaction 

d’épimérisation [374]. De nombreuses études ont été menées sur Rv3790 et Rv3791, et sur 

leurs orthologues respectifs chez M. smegmatis (MSMEG_6382 et MSMEG_6385) et 

C. glutamicum (NCgl0187 et NCgl0186) [374], [375]. Elles ont mises en évidence le caractère 

essentiel de dprE1, mais pas dprE2, conduisant donc à un mutant possédant un AG avec un 

taux réduit en arabinose et rhamnose comparé à la souche parentale [374]. La voie 

synthétique du DPA est d’ailleurs une cible médicamenteuse validée. Les nitro-

benzothiazones (BTZs) et les dinitrobenzamides structurellement apparentés ciblent DprE1 et 

sont effectifs contre les souches MDR et XDR de M. tuberculosis avec une faible toxicité 

(Figure II.4). 

 

Figure II.4. Voie biosynthétique proposée pour la synthèse du decaprenylmonophosphoryl-D-

arabinose (DPA) à partir du 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate (pRpp). 

 

 Pour revenir à la biosynthèse de la chaîne arabinane, une arabinofuranosyltransférase 

(ArafT) provenant du locus emb, AftA (Rv3792), catalyse l’addition des tous premiers résidus 

d’Araf à partir du donneur DPA sur la chaîne galactane en positions 8,10 et 12, amorçant de 
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ce fait le galactane pour une extension par d’autres ArafTs [347]. Des expériences de KO sur 

l’homologue de Rv3792 dans M. smegmatis, MSMEG_6386, ont montré que aftA est essentiel 

pour la viabilité de la mycobactérie [376]. La suite de la polymérisation de l’arabinane est 

catalysée par les enzymes EmbA (Rv3794) et EmbB (Rv3795) qui possèdent une activité α-

1,5 transférase et agiraient comme un hétérodimère. Les protéines Emb jouent aussi un rôle 

clé dans la formation du motif hexa-arabinofuranosyl terminal [377]. Bien que la formation de 

l’AG des mycobactéries soit essentielle pour sa viabilité, les homologues de Rv3794 et Rv3795 

dans M. smegmatis peuvent être perturbés, conduisant alors à un mutant viable avec une 

structure d’AG altérée. En comparaison avec M. tuberculosis, C. glutamicum ne semble 

posséder qu’un seul gène emb qui n’est pas essentiel pour cette organisme [371]. Malgré tout, 

la délétion de ce gène cause une sévère réduction d’arabinose dans la paroi, menant ainsi à 

une structure d’AG tronquée avec uniquement des résidus d’Araf terminaux. Une autre ArafT, 

AftC (Rv2673), est également engagé dans la synthèse de l’arabinane et celle-ci est 

responsable des branchements en α-(1→3) du domaine arabinane interne à l’extrémité non 

réductrice de l’AG et des LAM [378], [379]. En outre des ArafT précédemment caractérisées, 

une ArafT fonctionnelle encodée par aftD (Rv0236c) a été décrite dans M. tuberculosis. AftD 

est la glycosyltransférase putative possédant la taille la plus importante de sa classe dans le 

génome de M. tuberculosis et a été proposée comme ayant une activité de branchement en 

α-(1→3) [380]. De par sa taille, AftD a également été associée à d’autres fonctions 

additionnelles dans la biosynthèse de l’AG et du LAM, telles que l’implication dans 

l’arabinosylation ou la division cellulaire par la machinerie de cascade multienzyme [380]. 

Enfin, les résidus β-(1→2)-D-Araf terminaux sont transférés à partir du DPA sur la chaîne 

arabinane par l’intermédiaire de AftB (Rv3805c) dans les espèces Corynebacterianeae telles 

que C. glutamicum et M. tuberculosis, marquant ainsi le point final de la biosynthèse de l’AG 

avant la décoration avec les acides mycoliques [381], [382] (Figure II.5). 

 De nombreux inhibiteurs ciblant les enzymes impliquées dans la biosynthèse de 

l’arabinane ont également été caractérisés. En effet, les arabinosyltransférases Emb sont 

inhibées par EMB comme cela a été vu précédemment. Les efforts sont axés sur l’étude 

d’analogues d’EMB, tels que SQ109 qui cible l’enzyme MmpL3, un transporteur d’acides 

mycoliques requit pour incorporer les acides mycoliques dans  la paroi de M. tuberculosis [383] 

et SQ775 dont le mécanisme d’action reste à déterminer [384]. Les autres ArafTs ne sont en 

revanche pas inhibées par EMB [347], [382], [385] et le dépistage des inhibiteurs de ces 

enzymes est entravé en raison de la nature de la protéine et du substrat (lié à la membrane). 

Cependant, des rapports existent sur des analogues de DPA pour l’inhibition de la biosynthèse 

de l’AG. Une étude récente utilisant une approche sans cellule avec des préparations 

membranaires a déterminé que divers analogues de DPA sont capables de limiter 

l’incorporation d’un DP[14C]A radiomarqué [379]. 
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  II.2.d) Modifications de l’AG et ancrage au PG et aux acides mycoliques 

 Deux modifications chimiques majeures sont présentes dans les régions internes de 

l’arabinane dans le cas de M. tuberculosis, et vraisemblablement dans toutes les 

mycobactéries à croissance lente. Ces modifications incluent le transfert des résidus succinyl 

[346] et D-GalN [349], [350] sur les chaînes arabinane de l’AG. L’avancée dans les enzymes 

impliquées dans ces deux modifications chimiques reste mince. Cependant, les composants 

clés requis pour la synthèse et le transfert du D-GalN dans les mycobactéries ont été élucidés 

[386]. PpgS (Rv3631) catalyse la formation de l’intermédiaire polyprenyl-P-D-GalNAc, qui est 

déacétylé et transloqué à travers la membrane plasmique. La seconde protéine 

transmembranaire Rv3779 vient ensuite transférer le D-GalN en position C-2 sur une portion 

des résidus internes 3,5-α-D-Araf de l’AG [386]. Des mutants KO de ppgS (Rv3631) ou 

Rv3779 abolissent entièrement la synthèse du substituent D-GalN de l’AG chez M. 

tuberculosis. Rv3779 a également été proposée comme étant une 

polyprenylphosphomannosyl synthase, ce qui l’impliquerait donc dans deux activités 

catalytiques [387]. D’autres études doivent cependant être menées afin de comprendre 

pleinement l’origine biosynthétique des résidus succinyl et D-GalN, ainsi que leurs rôles dans 

la physiologie et la pathogénèse des mycobactéries. 

 La liaison entre la macromolécule AG et le PG s’effectue grâce à l’enzyme essentielle 

Lcp1 qui a récemment été identifiée [388]. En revanche, on ne sait pas encore exactement à 

quel moment l’AG est mycolylé ; avant ou après l’attachement au PG. Des dosages 

enzymatiques directs et des mutagénèses dirigées ont démontré que le complexe antigène 85 

possède une activité mycolyltransférase [381]. Ce complexe est composé de trois protéines 

étroitement liées FbpA (Rv3804c), FbpB (Rv1886c) et FbpC (Rv0129c) qui catalysent le 

transfert des mycolates sur du tréhalose, formant ainsi du tréhalose monomycolate et du 

tréhalose dimycolate [381]. L’analyse du mutant déficient en antigène 85C isolé de 

M. tuberculosis a confirmé l’implication de cet antigène dans le transfert des résidus mycolyl 

sur la structure AG [389]. De plus, des expériences de déletion dans C. glutamicum ont 

démontré que le transfert des résidus mycolyl sur l’AG est catalysé par des 

mycolyltransférases encodées par cmytA et cmytB [390] (Figure II.5).  
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Figure II.5. Schéma de biosynthèse de l’arabinogalactane avec les différentes enzymes impliquées et les 

inhibiteurs associés. 
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 II.3) Catabolisme de l’arabinogalactane 

 La paroi cellulaire de M. tuberculosis joue un rôle prépondérant dans les interactions 

hôte-pathogène et dans l’immunomodulation des défenses de l’hôte. Pour faire face aux 

différents stress rencontrés pendant l’infection, les mycobactéries sont capables de modifier 

la structure de leur paroi ce qui leur permet de s’adapter à leur environnement renforçant ainsi 

le caractère très résistant de la paroi mycobactérienne. Cependant, peu d’éléments sont 

connus sur la façon dont M. tuberculosis module et adapte l’expression des composants de 

sa paroi en réponse aux conditions fluctuantes perçues ou lors de changements dans la 

morphologie cellulaire et dans la division cellulaire. Contrairement aux voies biosynthétiques 

qui ont été largement scrutés durant la dernière décennie comme vu précédemment, le 

remodelage de la paroi mycobactérienne a quant à lui été très peu étudié. En effet, malgré 

quelques études reportant l’existence d’activités dégradant l’AG des mycobactéries, les 

enzymes correspondantes n’ont jamais été identifiées [293], [350].  

 D’autres éléments ont tout de même permis de prouver que les mycobactéries avaient 

la capacité de dégrader leur propre mAGP. Un glycolipide extractible a notamment été identifié 

dans les mycobactéries pathogènes à croissance lente et dont la structure rappelle fortement 

celle retrouvée au niveau de l’extrémité non réductrice du mAGP intact [391], [392]. Le 

composé majoritaire de cette famille correspond à du 5-O-mycolyl-β-Araf-(1→2)-5-O-mycolyl-

α-Araf-(1→1)-Gro (DMDA), consistant en un motif dimycolyl-diarabinose et attaché à un résidu 

glycérol (Gro) sur le mAGP terminal (Figure II.6). Toutes ces données supportent fortement 

l’idée que cette nouvelle famille de glycolipides est générée par la libération et le transfert des 

séquences arabinanes terminales du mAGP vers un accepteur glycérol, une réaction étant 

très susceptible d’être catalysée par une ou plusieurs endo-arabinase(s). Des analyses 

transcriptomiques et biochimiques ultérieures ont révélé que le DMDA exerce des propriétés 

immunomodulatrices sur les macrophages humains et régule positivement une multitude de 

gènes liés aux réponses immunitaires, y compris des gènes pertinents pour le recrutement 

des leucocytes, l’apoptose, les voies de transduction du signal associées aux récepteurs de 

surface cellulaire et la réponse au stress oxydatif [392]. Ce DMDA représente d’ailleurs le 

premier produit catabolique associé au mAG à avoir été caractérisé dans la littérature. 
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Figure II.6. Analogie structurale entre (A) le domaine terminal du mAGP pariétal et (B) le di-mycolyl-di-

arabinoglycérol (DMAG). 

 

       De plus, une β-D-exogalactofuranohydrolase (Rv3096) a récemment été identifiée 

dans le laboratoire comme dégradant la chaîne galactane de l’AG de façon récurrente en 

libérant du galactose libre. Jusqu’à présent, seules deux autres enzymes possédant une 

activité similaire avaient été découvertes chez Penicillium fellutanum [393] et Streptomyces 

JHA19 [394]. Les travaux réalisés sur Rv3096 ont permis d’établir les paramètres michaeliens 

de l’enzyme, l’importance des ions Ca2+ et également son inhibition par l’EMB. Ces différentes 

expériences ont été réalisées à l’aide d’un substrat synthétique, le PNP--D-

galactofuranoside. Cette enzyme sera décrite plus en détail dans le chapitre suivant traitant 

des glycosidases. 

 

III) Les acides mycoliques 

 III.1) Structure des acides mycoliques 

 Les acides mycoliques sont des acides gras de 60 à 90 carbones α-alkylés et β-

hydroxylés. Au sein de la paroi mycobactérienne, ces longues chaînes carbonées sont 

majoritairement attachées à l’AG-PG, mais aussi à des glycolipides tels que les tréhaloses 

mono- et dimycolates (TMM, TDM). Les acides mycoliques sont présents dans toutes les 

espèces de mycobactéries. Ils sont constitués de deux chaînes alkylées, la branche α, (C24-

C26) et le méromycolate (C54-C56) contenant le groupement hydroxyle. L’étude de la structure 

des acides mycoliques a été grandement facilité par la présence d’un groupement hydroxyle 

sur le C-3 les rendant sensibles à la pyrolyse [310].  A l’exception des faibles variations de 

longueur, la structure de la branche α est constante chez toutes les mycobactéries. Les 

variations structurales se retrouvent plutôt au niveau du méromycolate. Elles concernent la 

longueur de la chaîne ainsi que la présence d’insaturations, de cyclopropanes, de méthyles et 

de groupements chimiques oxygénés de type cétones, méthoxyl, époxydes et acides 

carboxyliques. Chaque acide mycolique possède un ou deux groupements localisés en 
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positions dites proximale et distale sur le méromycolate. Les insaturations, les cyclopropanes 

et les méthyles sont localisés en positions proximale et/ou distale alors que les autres 

groupements sont uniquement retrouvés en position distale. On distingue trois sous-familles 

principales d’acides mycoliques : les α-mycolates contenant des cycles cyclopropane en 

configuration cis ; les méthoxy-mycolates et les céto-mycolates contenant des groupements 

méthoxyl et cétone, ainsi que des cycles cyclopropane en configuration cis ou trans [395], 

[396] (Figure II.7). On retrouve aussi trois autres sous-familles d’acides mycoliques mais de 

manière beaucoup moins récurrente : les α’-mycolates, les époxymycolates et les 

dicarboxymycolates. Ces acides mycoliques contribuent à la perméabilité de la paroi, et sont 

donc essentiels pour la viabilité cellulaire et la virulence, ce qui rend la biosynthèse des 

mycolates importante pour la découverte de nouvelles cibles médicamenteuses [397]. Par 

exemple, la suppression des cyclopropanes en position proximale des α-mycolates ou la 

suppression des méthoxy- et céto-mycolates de M. tuberculosis entraîne une diminution 

importante de la virulence des souches mutantes dans un modèle murin [398].  

 

 

Figure II.7. Structure générale des acides mycoliques et prinipales familles d’acides mycoliques 

retrouvées dans les différentes espèces de mycobactéries. 
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 III.2) Biosynthèse des acides mycoliques 

 La biosynthèse des acides mycoliques a lieu dans le cytoplasme et implique deux voies 

distinctes nommées Fatty Acid Synthase types I et II (FAS I et FAS II). FAS I (Rv2524c), 

polypeptide multifonctionnel, génère des esters gras acyl-CoA à courte chaîne qui peuvent 

former la branche α saturé (C24/26), ou être étendus par FAS II pour former la chaîne méro-

mycolate [399]. L’élongation des acides gras est dépendante de la disponibilité de la protéine 

holo-AcpM, un transporteur acyl, et du malonyl-CoA. FabD, la malonyl:AcpM transacylase 

génère du malonyl-AcpM [400]. Les amorces C16/18-CoA de FAS I sont condensées avec du 

malonyl-AcpM et cette réaction est catalysée par FabH (β-cétoacyl ACP synthase) [401], 

formant ainsi un lien pivot entre les voies FAS I et FAS II. Le C16-AcpM formé est canalisé vers 

la voie FAS II où il subit une série de céto-réduction, déshydratation et énoyl-réduction grâce 

à l’action d’une β-cétoacyl-AcpM réductase (MabA) [402], d’une β-hydroxyacyl-AcpM 

hydratase (HadAB/BC) [403] et d’une énoyl-AcpM réductase [269]. Des cycles successifs 

s’ensuivent, au cours desquels la réaction de condensation de FabH est remplacée par les 

activités de KasA et KasB, des β-cétoacyl synthases [404]. La chaîne acyle liée à l’AcpM 

s’étend de deux unités de carbone dans chaque cycle, formant alors un méromycolate saturé 

à longue chaîne C42-C62, qui est sujet à des modifications telles que la cis-/trans-

cyclopropanation ou encore l’addition de groupes méhoxy et céto [405]. FabD32, une ligase 

acyl-AMP, active la chaîne méromycolate [406] et le méromyl-AMP subséquent est lié avec 

l’ester a-alkyl-CoA par l’enzyme Pks13, afin de générer l’acide α-alkyl-β-céto-mycolique [407]. 

Enfin, une étape de réduction catalysée par Rv2509 permet de générer un mycolate mature 

[408] (Figure II.8). 

 Le transport des mycolates à l’enveloppe cellulaire ou pour l’attachement à l’AG reste 

à élucider. Il est aujourd’hui admis que les mycolates sont transportés sous forme de tréhalose 

monomycolate (TMM). Lors de la création du TMM, l’hypothèse serait qu’une mycolyl-

transférase transfère le groupement mycolyl provenant du mycolyl-Pks13 en D-

mannopyranosyl-1-phosphoheptaprenol [409]. Le groupement mycolyl du mycolyl-D-

mannopyranosyl-1-phosphoheptaprenol est transféré sur le tréhalose-6-phosphate par une 

seconde mycolyltransférase, formant alors le TMM-phosphate. Le résidu phosphate quant à 

lui est éliminé par une tréhalose-6-phosphate phosphatase, et le TMM est immédiatement 

transloqué en dehors de la cellule à l’aide d’une famille de pompes d’efflux Resistance-

Nodulation-cell Division (RND), appelée Mycobacterial membrane protein Large (MmpL), ce 

qui permet de limiter l’accumulation de TMM dans le cytoplasme [409], [410]. Enfin, comme 

écrit précédemment, le complexe Antigène 85 attache le résidu d’acide mycolique provenant 

du TMM sur l’AG [389]. Ce complexe catalyse également la formation du tréhalose dimycolate 

(TDM) à partir de deux molécules de TMM avec la libération du tréhalose [409]. Le TDM, ou 

‘cord factor’ est d’ailleurs impliqué dans la pathogénicité de M. tuberculosis. 
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Figure II.8. Schéma de biosynthèse des acides mycoliques avec les voies de synthèse FAS I et 

FAS II.  

Dans les deux systèmes, les étapes d'élongation de la chaîne consistent en une série itérative de 

réactions construites sur l'addition successive d'une unité à deux atomes de carbone à un groupe acyle 

naissant, et les intermédiaires de réaction sont liés de manière covalente à la protéine Acyl AcpM. FAS 

I est capable de synthétiser de novo de l'acyl-CoA à partir d'acétyl-CoA soit  la branche α, soit pour le 

C16/C18-CoA qui est directement transporté dans la voie FAS II pour la production de l'acide 

méromycolique. FAS II est amorcé par la β-cétoacyl-AcpM synthase FabH CoA-dépendante, qui 

condense l'acyl-CoA avec le malonyl-AcpM pour générer un β-cétoacyl-AcpM, converti ensuite en un 

énoyl-AcpM saturé par les actions séquentielles d'une β-cétoacyl-AcpM réductase (MabA), un complexe 

β-hydroxyacyl-AcpM-déshydratase (HadABC), et une trans-2-énoyl-AcpM réductase (InhA). Les cycles 

subséquents d'allongement sont initiés soit par les β-kétoacyl AcpM synthases KasA ou KasB. KasA 

est considéré comme responsable des premières phases d'allongement, alors que KasB est impliqué 

dans les phases ultérieures [411]. 
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IV) Phosphatidyl-myo_inositol mannosides (PIM), lipomannanes (LM) et 

lipoarabinomannanes (LAM) 

 Ces glycosphingolipides liés de manière non covalente sont abondants dans les 

membranes internes et externes de toutes les espèces mycobactériennes [412]. En 

conjonction avec leur fonction physiologique, ces glycoconjugués bien distincts jouent un rôle 

clé dans la modulation de la réponse immunitaire de l’hôte pendant l’infection [413]. Les PIM 

sont des glycolipides uniques composés d’une unité de phosphatidyl-myo-inositol (PI), d’un à 

six résidus d’α-D-mannopyranosyl (Manp) et jusqu’à 4 chaînes acyle. L’unité PI est basée sur 

un sn-glycéro-3-phospho-(1-D-myo-inositol) qui est ensuite glycosylé avec des résidus Manp 

en positions O-2 et O-6 du myo-inositol ce qui conduit à une ancre mannosyl phosphate inositol 

(MPI) [412]. La structure de l’ancre MPI est très hétérogène, avec des variations dans leur 

nombre, leur localisation et la nature des chaînes acyles. Quatre sites potentiels d’acylation 

sont disponibles sur l’ancre MPI : l’hydroxyle en position 1 et 2 de l’unité glycérol, l’hydroxyle 

en position 3 du résidu myo-inositol et l’hydroxyle en position 6 du résidu Manp lui-même 

attaché en position O-2 du myo-inositol [414]. Les espèces les plus abondantes de PIM chez 

les mycobactéries sont les phospho-myo-inositol dimannosides tri- et tétra-acylés (Ac1PIM2 et 

Ac2PIM2 respectivement) et les phospho-myo-inositol hexamannosides tri- et tétra-acylés 

(Ac1PIM6 et Ac2PIM6 respectivement). Ac1PIM2 et Ac1PIM6 contiennent deux groupes acyles 

sur le fragment glycérol et un groupe acyle additionnel soit sur l’hydroxyle en position 3 du 

myo-inositol, soit sur l’hydroxyle en position 6 du Manp attaché en position O-2 du myo-inositol, 

tandis que Ac2PIM2 et Ac2PIM6 possèdent quatre groupes acyles sur toutes ces positions. 

Dans les mycobactéries, les chaînes acyles palmitiques et tuberculostéariques sont les 

substituants les plus abondants.  

 Dans toutes les espèces mycobactériennes, les LM et LAM possèdent une chaîne 

mannane qui contient approximativement de 21 à 34 résidus Manp liés entre eux par des 

liaisons α-(1→6) et périodiquement décorés par 5 à 10 unités de résidus α-(1→2)-Manp [415]. 

A noter que dans le cas de M. chelonae, les ramifications se produisent en position C-3 [416]. 

La longueur de la chaîne mannane et le degré de ramification dans les LM est espèce-

dépendant. Le noyau mannane peut ensuite être glycosylé avec 55 à 72 résidus d’Araf ce qui 

conduit au LAM. Le domaine arabinane quant à lui ne contient qu’une seule chaîne linéaire 

d’Araf lié en α-(1→5) avec des ramifications 3,5-α-D-Araf [415]. L’extrémité non réductrice du 

domaine arabinane des LAM se termine soit par un hexa-arabinoside modifié {[β-D-Araf-

(1→2)-α-D-Araf]2-3,5-α-D-Araf-(1→5)-α-D-Araf]}, soit par un tétra-arabinoside linéaire [β-D-

Araf-(1→2)-α-D-Araf-(1→5)-α-D-Araf-(1→5)- α-D-Araf] [417]. M. tuberculosis et M. leprae sont 

également capables de modifier les extrémités terminales des chaînes d’arabinane avec des 

résidus α-(1→2)-Manp (ManLAM), tandis que M. smegmatis possède des coiffes 

phosphoinositol (PILAM) [418]. De plus, un substituant unique 5-deoxy-5-méthylthio-
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xylofuranose (MTX) lié en position C-4 du manp terminal de la coiffe ManLAM a été observé 

chez M. tuberculosis [419]. Enfin, comme pour l’AG, des groupements succinyl ont été 

identifiés en position C-2 de certains résidus 3,5-α-D-Araf [420].  

 

La biosynthèse des PIMs, LM et LAM est bien connue et la plupart des enzymes impliquées 

ont été identifiées (Figure II.9). En s’intéressant plus particulièrement au LAM, celui-ci est 

généré par addition de 55 à 70 résidus d’Araf sur le LM, résultant en un domaine arabinane 

similaire à celui de l’AG. L’hypothèse actuelle est qu’une ArafT encore non-identifiée amorce 

le noyau mannane avec quelque résidus d’Araf de la même manière que AftA pour l’AG avec 

la chaîne galactane [413]. EmbC (Rv3793) est responsable exclusivement de l’extension du 

LM avec l’ajout de 12 à 16 résidus de α-(1→5)-Araf de manière linéaire [421]. AftC, une 

enzyme de branchement impliquée dans la biosynthèse de l’AG, a été démontré comme 

introduisant les résidus α-(1→3)-Araf dans les LAM [378]. Une seconde ArafT de ramification 

α-(1→3) AftD a été proposé pour jouer un rôle dans la biosynthèse du LAM; cependant, sa 

fonction claire dans cette biosynthèse reste à déterminer [380]. L’extrémité non réductrice du 

domaine arabinane est ensuite complétée par l’addition de résidus β-(1→2)-Araf, aboutissant 

alors à des motifs caractéristiques tétra-arabinosides et hexa-arabinosides [382]. Étant donné 

que AftB possède une activité β-(1→2) ArafT dans la biosynthèse de l’AG, il est fort probable 

que cette enzyme joue un rôle similaire dans la biosynthèse du LAM. Contrairement au 

domaine arabinane de l’AG, celui du LAM est modifié avec des résidus de mannose [418]. 

CapA (Rv1635c) a été identifiée comme une α-(1→5) ManpT, utilisant le PPM comme donneur 

de sucre et attachant le premier résidu Manp sur l’extrémité arabinane non réductrice du LAM 

[422]. La liaison d’au moins un résidu α-(1→2)-Manp qui suit est catalysée par MptC (Rv2181), 

qui est aussi responsable de l’addition de résidus uniques α-(1→2)-Manp au squelette de 

mannose α-(1→6) amenant au ManLAM [415]. Les enzymes requises pour l’attachement du 

MTX et des résidus succinyl au LAM restent quant à elles à établir. 
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Figure II.9. Structure des phospho-myo-inositol hexamannosides tri- et tétra-acylés, du 

lipomannane (LM) et du lipoarabinomannane (LAM) avec les enzymes clés impliquées dans leur 

biosynthèse respective. 
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Conclusion du second chapitre 

 Les voies de biosynthèse des composants individuels de la paroi cellulaire de 

M. tuberculosis sont aujourd’hui largement comprises. Cependant, des éléments restent 

encore à élucider comme par exemple les mécanismes qui régulent et coordonnent 

l'assemblage du mAGP pour disposer spatialement ce complexe. De plus, déterminer le 

mécanisme de translocation de divers substrats glycaniques liés aux lipides, tels que les 

intermédiaires impliqués dans la biosynthèse de l’AG et du LM / LAM, ou encore les donneurs 

de sucre, DPA et PPM, permettrait probablement d’identifier des cibles médicamenteuses 

idéales. Enfin, l'analyse structurale et fonctionnelle des protéines membranaires impliquées 

dans l'assemblage des parois cellulaires est en retard sur celle des protéines solubles 

impliquées dans l'assemblage du mAGP. Ceci est dû au fait que l'extraction de protéines 

membranaires pures de leur membrane native dans un état actif reste un véritable défi. De 

nouvelles approches tentent de répondre à cette limitation et seront essentielles à l'analyse et 

à l'élucidation structurelle des glycosyltransférases membranaires mycobactériennes. 

 En revanche, en ce qui concerne le catabolisme, le chantier reste énorme et seules 

quelques études ont mises en avant cet aspect et ce pour tous les constituants de la paroi 

cellulaire mycobactérienne alors que ce versant est également particulièrement intéressant 

pour la recherche de nouvelles cibles médicamenteuses. Concernant l’AG, étant donné la 

présence exclusive de composés glycaniques, les enzymes impliquées dans son catabolisme 

s’apparentent à des glycosides hydrolases (ou glycosidases). Pour le moment, il n’y a que les 

études sur la galactofuranohydrolase Rv3096 menées au laboratoire qui font référence à ce 

pan du métabolisme de la paroi mycobactérienne. Cette partie du projet de thèse s’est donc 

focalisé sur la chaîne arabinane et plus particulièrement sur la recherche de glyosidases 

associées à la coupure de cette chaîne de l’AG. Plus largement, les investigations ont 

également été étendues à toutes les enzymes pouvant induire un remodelage ou un 

catabolisme de l’AG.  

 

 La structure de la paroi cellulaire ainsi que les enzymes impliquées dans son 

métabolisme ayant été passées en revue, le cœur du projet de thèse portant sur la recherche 

d’enzymes liées au catabolisme de l’AG va maintenant être abordé. Mais avant de passer aux 

résultats, un troisième chapitre va décrire le rôle et le mécanisme des glycosidases ainsi que 

les méthodes utilisées pour les caractériser et les purifier. Ce dernier chapitre d’introduction 

s’intéressera également à d’autres enzymes de ce catabolisme sur lesquelles notre attention 

s’est portée au fur et à mesure du projet, à savoir notamment une mutarotase impliquée dans 

le métabolisme du galactose. 
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Chapitre III : Mécanismes d’action et caractérisation 

d’enzymes de dégradation pour appréhender le catabolisme 

de l’arabinogalactane 
 

 Les glucides sont la classe de composés biologiques la plus abondante et la plus 

diversifiée structurellement parlant présents dans la nature. Cependant, notre compréhension 

actuelle de la relation entre la structure des glucides et leur fonction biologique est encore loin 

de ce qui est connu en ce qui concerne les protéines et les acides nucléiques. Initialement, les 

glucides ne sont reconnus que comme molécules structurelles et de stockage d'énergie 

(cellulose, chitine et glycogène), mais des développements récents dans le domaine ont 

montré que les glucides sont également impliqués dans de nombreux événements biologiques 

tels que le cancer, les inflammations… En outre, les enzymes de traitement des glucides sont 

devenues monnaie courante dans de nombreuses applications industrielles en raison de leur 

stéréosélectivité et de leur efficacité [423]. 

 Les glucides peuvent être trouvés dans la nature sous de nombreuses formes, allant 

des monomères simples aux oligomères plus complexes, aux polymères ou aux 

glycoconjugués. Les éléments constitutifs des monosaccharides sont stéréochimiquement 

très diversifiés, comportant différents groupes fonctionnels,  adoptant différentes tailles de 

cycle (furanoside ou pyranoside) et peuvent être assemblés différemment en termes de 

stéréochimie et de régiochimie. A titre d’exemple, plus de 1012 isomères sont possibles pour 

un hexasaccharide réducteur simple [424]. Les structures glucidiques transmettent donc une 

énorme densité d’informations via un glycocode. Cette diversité est exploitée par des 

organismes vivants, qui utilisent des oligosaccharides et des polysaccharides pour une 

multitude de fonctions biologiques, du stockage et de la structure à des rôles de signalisation 

hautement spécifiques. 

 En raison de cette extrême variété de structures, le nombre important d'enzymes 

agissant sur ces glycoconjugués, oligo- et polysaccharides constitue probablement l'un des 

substrats les plus diversifiés sur le plan structurel de la planète. Collectivement désignées 

comme CAZymes (Carbohydrate-Active enZymes), ces enzymes construisent et 

décomposent des glucides complexes ainsi que des glycoconjugués et sont impliquées dans 

un grand nombre de processus biologiques. De ce fait, les CAZymes doivent généralement 

remplir leur fonction avec une grande spécificité. Parce que la diversité des glucides dépasse 

de loin le nombre de replis protéiques, les CAZymes ont évolué à partir d'un nombre limité de 

progéniteurs et en acquérant de nouvelles spécificités au niveau du substrat et du produit. 

   

 



213 
 

 La formation enzymatique et le clivage de la liaison entre deux monomères glucidiques 

ou entre un monomère glucidique et un autre groupe peuvent se produire par hydrolyse ce qui 

conduit à un sucre libre (glycosidases), par transglycosylation pour donner un nouveau 

glycoside (glycosyltransférases), par phosphorolyse pour donner un sucre 1-phosphate 

(phosphorylases) ou encore par élimination pour aboutir à des produits insaturés (lyases). 

Pour revenir aux mycobactéries, ces enzymes sont omniprésentes dans le métabolisme des 

différents constituants de la paroi et notamment du polysaccharide AG qui se compose 

exclusivement d’unités monomériques glucidiques.  

 En regard de celà, et en dépit de progrès considérables dans la compréhension des 

mécanismes d’action de la tuberculose, de nombreux gènes, voies métaboliques et processus 

jugés essentiels pour la virulence et/ou la persistance, sont aujourd’hui encore mal compris. 

En effet, selon la source et la définition, jusqu’à 40 % des gènes codants pour des protéines 

de M. tuberculosis n’ont pas de fonction assignée ou sont considérés comme hypothétiques 

[425]. Cette donnée exclut les gènes avec des orthologues étroitement apparentés, mais sans 

aucune caractérisation fonctionnelle. De nombreuses glycosides hydrolases (GH) candidates 

entrent dans cette catégorie et ce sont ces enzymes en particulier qui seront décrites en détail 

car il s’agit des acteurs principaux du catabolisme de l’AG mycobactérien. Le chapitre décrit 

ici se focalisera sur les glycosidases qui représentent le point essentiel du projet de thèse mais 

également sur une mutarotase impliquée dans le métabolisme du galactose et sur laquelle 

une étude approfondie a été réalisée. 

 

I) La famille des glycosides hydrolases  

 Les GH sont une vaste superfamille d'enzymes qui catalysent l'hydrolyse des liaisons 

glycosidiques. Des études génomiques ont révélé que 1 à 3 % des gènes d’un organisme sont 

généralement dédiés à la dégradation glucidique, ce qui témoigne de l’importance du 

métabolisme des glucides pour les organismes vivants.  

Comme les liaisons glycosidiques entre les monosaccharides sont extrêmement stables 

(celles de la cellulose ayant une demi-vie pour l'hydrolyse spontanée de 5 millions d'années), 

les systèmes biologiques reposent sur des enzymes pour augmenter le taux d'hydrolyse. En 

effet, de nombreuses GH sont des catalyseurs très efficaces avec des vitesses réactionnelles 

pouvant être améliorées de l’ordre de 1017 fois comparées aux réactions non enzymatiques 

[426]. Parce que les glucides ne diffèrent que par des variations stéréochimiques, ces 

enzymes ont acquis leur spécificité grâce à de subtiles différences structurelles et ont évolué 

à partir d'un nombre limité d'ancêtres. 
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La spécificité du substrat glycosidasique est définie par plusieurs caractéristiques : 

- la spécificité anomérique (α ou β); 

- la stéréochimie finale (que le clivage se fasse par inversion ou rétention de la configuration 

anomérique); 

- l’emplacement du clivage par rapport au substrat (exo- si les monosaccharides sont 

hydrolysés en fin de chaîne ou endo- si l’hydrolyse se produit au milieu de la chaîne 

polysaccharidique); 

- le type de sucre libéré. 

 

 I.1) Banques de données enzymatiques des glycosides hydrolases 

 Traditionnellement, les enzymes ont été regroupées selon les lignes directrices établies 

par l'Union internationale de biochimie et de biologie moléculaire (IUB-MB), et sont largement 

basées sur leurs spécificités de substrat [427]. Pour les GH, le numéro de classification de 

l’enzyme est EC 3.2.1.x et est défini comme des enzymes capables d’hydrolyser les composés 

O- et S-glycosylés. Le dernier chiffre varie en fonction de la structure du substrat et du produit. 

Même si ce système de classification est toujours utilisé aujourd’hui, il ne reflète pas les 

caractéristiques structurelles et mécaniques des GH. 

  

Un autre système de classification basé sur les similarités de séquences d’acides 

aminés entre différentes enzymes a gagné beaucoup en popularité depuis sa 

conceptualisation au début des années 1990 [428]. L’expansion de ce système de 

classification a abouti au développement de la base de données CAZy (Carbohydrate Active 

Enzyme) (http://www.cazy.org) comme mentionné précédemment [429]. Les premières bases 

d'une classification de CAZymes ont été observées dans le cadre d'un effort consistant à 

classer les cellulases en plusieurs familles distinctes sur la base de la similarité de séquence 

d'acides aminés. Peu de temps après, le système de classification des familles basé sur les 

séquences protéiques et les similarités de structure a été étendu à toutes les glycosides 

hydrolases connues, puis à toutes les CAZymes impliqués dans la synthèse, la dégradation 

et la modification de glycoconjugués [430]. 

 

Comme il existe une corrélation directe entre la séquence d'acides aminés et les 

similitudes de repliement des protéines, cette classification reflète mieux les caractéristiques 

structurelles de l'enzyme donnée. Cela peut aussi aider à révéler la relation évolutive entre 

ces enzymes. Mais l’atout principal de CAZy est que, du fait que les enzymes groupées dans 

la même famille partagent des similarités structurelles et mécanistiques, des généralisations 

sur des membres non caractérisés peuvent être déduites. Plus particulièrement, 

http://www.cazy.org/
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l'appartenance à la famille CAZy permet de prédire la stéréochimie de la liaison qui peut être 

clivée et la stéréochimie du produit (avant la mutarotation).  

Avec pratiquement aucune exception, le mécanisme utilisé (c'est-à-dire le maintien ou 

l'inversion de la configuration de carbone anomérique) est conservé dans une famille GH [429]. 

On compte 153 familles de GH au total dont certaines avec des similarités de séquences 

apparemment non apparentées et qui montrent une uniformité dans leurs structures 

tridimensionnelles. Plusieurs familles GH de CAZy contiennent également des membres ayant 

une activité transglycosidase ou phosphorylase prouvée. 

 

 Le repliement des protéines est cependant mieux conservé que leurs séquences; c’est 

pour cette raison que certaines familles peuvent être regroupées en clans notés de A à Q 

(Tableau III.1). Les familles sont comprises dans ces clans lorsque de nouvelles séquences 

sont liées à plusieurs familles ou lorsque la sensibilité des méthodes de comparaison de 

séquence est augmentée ou encore quand que les déterminations structurelles démontrent la 

ressemblance entre les membres de différentes familles.  

On retrouve également dans le Tableau III.1 la structure tridimensionnelle adoptée par 

les protéines en fonction de leurs clans respectifs. Ces différents repliements seront décrits en 

détail dans la partie qui suit. Le type de mécanisme utilisé par ces GH, c’est-à-dire si elles 

agissent par rétention ou inversion de la configuration du substrat glucidique est également 

indiqué dans ce tableau.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



216 
 

Tableau III.1. Organisation de certaines familles de glycosides hydrolases (GH) en clans selon la 

banque de données Carbohydrate Active Enzyme (CAZy). 

Cette classification permet de regrouper des familles avec des similarités de conformation car celle-ci 

est mieux conservée que les séquences protéiques à proprement dites. 

 

 

 I.2) Structures tridimensionnelles des glycosides hydrolases  

 La première enzyme dont la structure tridimensionnelle a été élucidée est la 

glycosidase paradigmatique du lysozyme par cristallographie aux rayons X en 1965 [431]. 

Depuis, le nombre de structures 3D a explosé au cours des années 1990 et a révélé qu'une 

pléthore de repliements pouvait catalyser la même réaction. Par exemple, les premières 

structures de cellulase ont révélé 6 ou 7 topologies différentes [432]. L’existence d’une gamme 

aussi étendue de repliements catalysant la même réaction démontre donc l’immense 

polyvalence des échafaudages protéiques. Au départ, les chercheurs pensaient que le 

repliement reflétait la spécificité de l’enzyme vis-à-vis du substrat mais on sait aujourd’hui que 

cette hypothèse était erronée. En effet, l’examen approfondi de la base de données CAZy a 

rapidement révélé que les repliements simples tiennent compte d’enzymes possédant une 

gamme de spécificités, illustrant ainsi pourquoi le système CAZy est supérieur à la 

classification CE pour les analyses de structure/fonction de ces enzymes. 

 

Clan Famille (GHs) Type de méchanisme Structure tri-dimensionnelle

A
1, 2, 5, 10, 17, 26, 30, 35, 39, 42, 50, 51, 53, 59, 72, 

79, 86, 113, 128, 147, 148
Rétention Tonneau (/)8

B 7, 16 Rétention -jelly roll

C 11, 12 Rétention -jelly roll

D 27, 31, 36 Rétention Tonneau (/)8

E 33, 34, 83, 93 Rétention 6-fold --propeller

F 43, 62 Inversion 5-fold --propeller

G 37, 63, 100, 125 Inversion Tonneau (/)6

H 13, 70, 77 Rétention Tonneau (/)8

I 24, 80 Inversion +

J 32, 68 Rétention 5-fold --propeller

K 18, 20, 85 Rétention Tonneau (/)8

L 15, 65 Inversion Tonneau (/)6

M 8, 48 Inversion Tonneau (/)6

N 28, 49 Inversion Hélice 

O 52, 116 Rétention Toneau (/)6

P 127, 146 Rétention Tonneau (/)6

Q 94, 149 Inversion Tonneau (/)6
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 Les GH peuvent donc adopter différents repliements. Pour mieux appréhender les 

différentes structures tridimensionnelles des GH, la Figure III.1 représente schématiquement 

chacun de ces repliements et le détail de ceux-ci sont donnés ci-dessous : 

- Tonneau (αβ)8 : ce repliement a été rencontrée pour la première fois dans l’enzyme triose 

phosphate isomérase (TIM). Il est omniprésent dans la nature, le plus souvent dans les 

enzymes associées au métabolisme. Le tonneau (α/β)8 est constitué de huit brins  parallèles 

et de huit hélices α qui alternent le long de la séquence protéique, les brins  formant le cylindre 

interne et les hélices α bordant l'extérieur (Figure III.1a). 

- jelly roll : Le repliement jelly roll est un tonneau formé de quatre paires de brins β 

antiparallèles (Figure III.1b). 

- β-propeller : Le repliement β-propeller est entièrement composé de feuillets β et se 

caractérise par 4 à 8 feuillets en forme de lames disposées symétriquement autour d’un axe 

central. Chaque feuillet β est typiquement composé de quatre brins β antiparallèles et tordus 

de telle façon que les premiers et derniers brins sont quasiment perpendiculaires l’un à l’autre 

(Figure III.1c). Certaines sialidases et neuraminidases (clan E) utilisent une architecture à six 

lames (Figure III.1d), tandis que la famille GH74 a une répétition de deux domaines comportant 

sept lames (Figure III.1e). 

- Tonneaux (α/α)n : Cette structure est constituée de six hélices α qui constituent les supports 

internes du tonneau, flanquée de six hélices α externes (Figure III.1f). Une variation de ce 

repliement est observée dans la famille GH47 possédant un tonneau (α/α)7 dans lequel sept 

épingles à cheveux en hélice α forment les structures interne et externe du tonneau (Figure 

III.1g). 

- Hélice β : Les structures en hélice β semblent être caractéristiques des enzymes traitant les 

polysaccharides polyanioniques tels que le pectate, le rhamnogalacturonane et le 

carraghénane (Figure III.1h). Le nombre de tours des brins β, le nombre de feuillets β formés 

ainsi que l’architecture du site actif varient selon les familles et les clans. 

- Repliement type déhydrogénase : La famille GH4 ne partage aucune similarité structurale 

avec les autres GH connues à ce jour. Les enzymes de cette famille utilisent le NADH comme 

cofacteur (voir partie suivante) et ressemblent également aux lactate/malate déshydrogénases 

dans l'agencement spatial de plusieurs résidus clés de sites actifs (Figure III.1i). 

- α+β : Cette structure se compose de deux hélices et d’un feuillet β triple brin (Figure III.1j). 
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Figure III.1. Différents types de repliement des protéines retrouvés dans les GH. 

(a) tonneau (α/β)8, (b) jelly roll, (c) 5-fold-β-propeller, (d) 6-fold-β-propeller, (e) 7-fold-β-propeller, (f) 

tonneau (α/α)6, (g) tonneau (α/α)7, (h) hélice β, (i) repliement type déhydrogénase, (j) α+β [433].  

 

 I.3) Topologie des sites actifs des glycosides hydrolases 

 Bien que les glycosidases possèdent une grande variété de structures 

tridimensionnelles, il existe trois topologies générales de sites actifs, correspondant à la 

fonction enzymatique. Les exo-glycosidases telles que la β-galactosidase, la β-glucosidase et 

la neuraminidase, et les exo-polysaccharidases telles que la glucoamylase et la β-amylase, 

coupent les monosaccharides à l'extrémité non réductrice des oligo et polysaccharides. Ces 

enzymes présentent des poches ou des cratères en surface optimisés pour la liaison d’une ou 

deux unités monosaccharidiques (Figure III.2a).  

Inversement, une topologie de fente ou de rainure est observée dans les endo-

polysaccharidases comme le lysozyme ou la chitinase, qui maximise l'affinité de la liaison pour 

les longs substrats polymériques (Figure III.2b).  
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Dans certains cas, ces enzymes ont développé de longues boucles qui recouvrent 

partiellement cette fente pour produire une topologie en tunnel dans laquelle le substrat est 

enfilé (Figure III.2c). 

Contrairement aux glycosidases qui dégradent les polymères solubles, les polysaccharides 

monooxygénases  lytiques agissent sur la cellulose cristalline et la chitine. Par conséquent, 

ces enzymes présentent une surface plate plutôt qu'une fente ou une poche (Figure III.2d). 

 

Figure III.2.  Topologies de sites actifs des enzymes GH. 

(A) poche, (B) fente, (C) tunnel et (D) surface. La position des résidus catalytiques est indiquée en 

rouge [433]. 

 

 I.4) Mécanismes catalytiques des glycosides hydrolases 

 Au cours des deux dernières décennies, un intérêt croissant a été porté sur les GH à 

des fins thérapeutiques. Pour le moment, peu d’attention s’est portée sur les GH 

mycobactériennes car celle-ci a été plutôt focalisée sur les enzymes impliquées dans la 

biosynthèse. De nombreux inhibiteurs de GH ont cependant été découverts dans le cadre 

d’infections virales, du diabète ou encore de troubles génétiques [434]. Certains exemples de 

réussite sont l'inhibiteur de l'-amylase, l'Acarbose et le Miglitol, qui ont été approuvés par la 

FDA (Food and Drug Administration) en 1990 et 1996 respectivement, et qui sont utilisés pour 

inhiber certaines GH intestinales et l'-amylase pancréatique afin de réguler l'absorption des 

glucides. Ces inhibiteurs sont actuellement utilisés dans le traitement par voie orale du diabète 

non insulino-dépendant (diabète de type II) [435].  

D’autres inhibiteurs de GH sont utilisés comme agents anti-viraux [436]. Par exemple, le 

développement du Zanamivir (Relenza) et de l’Oseltamivir (Tamiglu), approuvé par la FDA en 

1999, sont aujourd’hui utilisés dans le traitement et la prophylaxie de la grippe causée par le 

virus de la grippe A et de la grippe B [437]. 

 

  I.4.a) Les glycosides hydrolases agissant par rétention  

 Le mécanisme catalytique des GH agissant par rétention a été proposé en 1954 par 

Koshland et al. [438] (Figure III.2). Selon ce modèle, le mécanisme se présente sous la forme 

d’un double déplacement comportant deux étapes : une étape de glycosylation et une étape 

de déglycosylation.  
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Au cours de la première étape, l’enzyme est glycosylée par l’action concertée des acides 

carboxyliques de deux résidus, Asp ou Glu (ou les deux), qui se trouvent sur les côtés opposés 

du site actif de l’enzyme et qui sont normalement proches l’un de l’autre (environ 5,5 Å). Un 

de ces résidus fonctionne comme un acide général dans la première étape du mécanisme où 

la liaison glycosidique commence à se rompre. Le résidu acide donne alors un proton au sucre 

dissocié. Au cours de cette même étape, le deuxième acide carboxylique déprotoné agit 

comme un nucléophile, attaquant le carbone anomère sur l’ion oxocarbénium transitoire. Cette 

étape de glycosylation conduit à la formation d’un intermédiaire glycosyl-enzyme lié de 

manière covalente et qui présente une configuration anomérique opposée à celle du produit 

de départ. 

La deuxième étape de cette réaction, l'étape de déglycosylation, consiste en la dégradation 

hydrolytique de l'intermédiaire glycosyl-enzyme [439]. L’acide carboxylique qui a dans un 

premier temps servi de catalyseur acide agit désormais comme une base en extrayant un 

proton du nucléophile entrant (généralement une molécule d’eau). Simultanément, la molécule 

d’eau attaque la liaison glucide-enzyme de manière réverse comparée à la première étape. 

A la fin de la réaction, le renouvellement enzymatique est obtenu et un hémi-acétal est formé 

avec la même configuration anomérique que le produit de départ. Des études plus récentes 

ont montré que les états de transition (TS1 et TS2) des étapes de glycosylation et de 

déglycosylation ont un caractère dissociatif. Les deux réactions sont favorisées par la 

distorsion du substrat pendant la catalyse, mais cet effet est cependant plus évident lors de la 

première étape réactionnelle [440]. Le processus de glycosylation est également favorisé par 

la liaison hydrogène entre l’acide carboxylique nucléophile et le groupement hydroxyle en 

position 2 du substrat. Il s’agit en quelque sorte d’un ancrage qui aligne le substrat sur le site 

actif de l’enzyme en facilitant ainsi le processus de glycosylation. 

 

 Une variation du mécanisme général de rétention des enzymes a cependant été 

démontrée pour les N-acétyl--hexosaminidases appartenant aux familles GH18 et GH20 de 

CAZy [432]. Contrairement à la plupart des glycosidases agissant par rétention, ces enzymes 

ne possèdent pas de nucléophile catalytique. Dans ce cas, c’est le substituant acétamido du 

substrat qui agit comme nucléophile catalytique intramoléculaire [441]. Le résidu acide/base 

général protone l’oxygène de la liaison glycosidique clivable. L’autre résidu acide carboxylique 

chargé stabilise la charge positive développée sur l’azote de l’ion oxazolinium formé après 

l’attaque nucléophile intramoléculaire de l’oxygène N-acétamido du carbone anomérique 

(Figure III.3) [441]. Pour compléter le mécanisme de double déplacement, une molécule d’eau 

entrante attaque le carbone anomère au cours d’une seconde étape, entraînant alors la 

rétention de la configuration initiale [442].  
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Figure III.2. Mécanisme catalytique des glycosides hydrolases agissant par rétention de 

configuration du substrat. 

 

Figure III.3 Mécanisme catalytique des glycosides hydrolases -hexosaminidases agissant par 

rétention provenant des familles GH18 et GH20 de la banque de données CAZy. 
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  I.4.b) Les glycosides hydrolases agissant par inversion  

 Dans les GH agissant par inversion, il y a une inversion de configuration anomérique 

du substrat de départ. Ici, les deux résidus acides carboxyliques essentiels agissent en tant 

que catalyseurs acides et basiques généraux et ces groupements sont séparés d’environ 10,5 

Å. Dans ce cas particulier, cette distance est plus importante que pour les GH agissant par 

rétention car le substrat et la molécule d’eau doivent être présents simultanément dans le site 

actif de l’enzyme au cours du processus hydrolytique [443]. La Figure III.4 illustre le 

mécanisme d’action des GH agissant par inversion, qui se produit via un seul type de 

mécanisme de déplacement. L’un des résidus acide carboxylique protone l’atome d’oxygène 

glycosidique scissile tandis que l’autre coordonne la molécule d’eau nucléophile pour faciliter 

sa déprotonation et ainsi compléter la réaction d’hydrolyse [444]. Contrairement au mécanisme 

de rétention, cette réaction est donc achevée en une seule étape et on suppose qu'elle 

nécessite la formation d'une structure à un seul état de transition. De plus, elle n'implique pas 

la formation d'une enzyme covalente intermédiaire au cours de la catalyse et induit donc 

l'inversion de la configuration anomère du substrat de départ. 

 

Figure III.4. Mécanisme catalytique des glycosides hydrolases agissant par inversion de 

configuration anomérique du substrat. 

  

  I.4.c) Activité de transglycosylation des glycosides hydrolases 

 Outre leur capacité hydrolytique, les GH sont également impliquées dans la réaction 

inverse sous certaines conditions appropriées, favorisant ainsi la formation de liaisons 

glycosidiques. Ce type de réaction est appelé transglycosylation et nécessite généralement 

une concentration importante de substrat [445]. De manière similaire aux mécanismes décrits 

précédemment, la première étape conduit au départ du groupe aglycone et à la formation de 

l’intermédiaire covalent. La seconde étape de la réaction consiste à attaquer la liaison glucide-

enzyme par une autre molécule de sucre et à transférer le proton du sucre au site actif 

acide/base de l’acide carboxylique.  
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 Généralement, la synthèse de liaisons glycosidiques dans la nature est prise en charge 

par les glycosyltransférases. Les donneurs glycosidiques typiques de ces glycosyltransférases 

sont des sucres nucléotidiques tels que l’ADP-glucose, l’UDP-glucose ou encore l’UDP-

galactose. En revanche, l'activité de transglycosylation des GH utilise des sucres simples 

comme donneurs (Figure III.5).  

 

Figure III.5. Réaction de transglycosylation catalysée par les glycosides hydrolases agissant par 

rétention.  

 

 Pour résumer, les GH sont des enzymes présentes dans presque tous les organismes 

vivants (à l’exception de certains Archéens et de quelques eucaryotes parasites unicellulaires). 

Ces enzymes catalysent l'hydrolyse de la liaison glycosidique dans une myriade de réactions 

biologiques et, dans des conditions spécifiques, peuvent également catalyser la réaction 

inverse favorisant la formation de liaisons glycosidiques. 

 L'intérêt des GH a démarré il y a longtemps, mais le pouvoir catalytique des 

glycosidases n’a été établi que depuis quelques années. Des analyses structurales de divers 

complexes enzymatiques ainsi que des études mécanistiques et spectoscopiques détaillées 

ont permis de révéler que la source catalytique des GH repose sur une catalyse acide/base 

générale et nucléophile. Ces enzymes développent des sites actifs qui contiennent deux 

résidus carboxylates (Asp et Glu) soigneusement alignés et positionnés sur les côtés opposés 

du site actif de l’enzyme et qui s’enroule autour du substrat lors de sa liaison. Le site actif 

fournit également un réseau étendu de liaisons hydrogène qui supportent une distorsion 

conformationnelle du substrat. Cela induit que le substrat adopte une conformation 

énergétique plus élevée avant que l'hydrolyse n’ait lieu et que cette configuration soit 
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maintenue pendant le processus catalytique complet. Cet effet est d’ailleurs très important 

pour la stabilisation de la structure lors de l’état de transition. Certaines GH présentent 

également des cations (Zn2+, Mn2+, Mg2+ ou encore Ca2+) dans leur structure qui se sont 

également avérés essentiels à la stabilisation des états de transition pendant la catalyse. Cela 

est notamment le cas de la β-D-exogalactofuranohydrolase Rv3096 récemment identifié au 

laboratoire qui utilise le calcium comme stabilisateur. 

 Les deux mécanismes les plus couramment utilisés pour hydrolyser la liaison 

glycosidique des substrats par les GH sont donc des mécanismes de rétention ou d'inversion. 

Ces mécanismes sont conservés dans la majorité des familles de GH. La seule exception 

concerne les GH de la famille 4 et 109, dans lesquelles le processus hydrolytique se produit 

via un mécanisme d'élimination et nécessite la présence du cofacteur NADH [446].  

 

 Maintenant que les différentes propriétés et mécanismes des GH ont été décrits, la 

partie suivante va s’intéresser aux GH spécifiques de M. tuberculosis afin d’évaluer les 

avancées réalisées chez les mycobactéries. 

 

 I.5) Glycosides hydrolases de Mycobacterium tuberculosis 

Chez M. tuberculosis H37Rv, 31 gènes codant pour des GH ont été identifiés à ce jour 

provenant de 14 familles différentes (Tableau III.2). Une caractéristique frappante est la 

surreprésentation des membres des familles GH13 et GH23 (48 % de tous les gènes GH). Il 

est à noter que seuls 12 des 31 produits géniques ont été caractérisés biochimiquement. Pour 

les 19 autres enzymes, les hypothèses ne peuvent donc être faites qu’en fonction de la famille 

GH à laquelle ils appartiennent et sont donc assignées aux clans décrits précédemment. On 

retrouve également dans le Tableau III.2 la structure tridimensionnelle adoptée par les 

protéines en fonction de leurs clans respectifs. Ces différents repliements sont décrits en détail 

dans la partie qui suit. Le type de mécanisme utilisé par ces GH, c’est-à-dire si elles agissent 

par rétention ou inversion de la configuration du substrat glucidique est également indiqué 

dans le tableau. 

 

Les premières GH à avoir été élucidées chez M. tuberculosis sont celles impliquées 

dans la biosynthèse du tréhalose. Ce tréhalose est constitutivement retrouvé dans les 

mycobactéries cultivées en laboratoire; c'est le seul sucre libre facilement détectable dans le 

cytoplasme et il représente de 1,5 à 3 % du poids sec total des cellules.  

La voie la mieux caractérisée pour la biosynthèse du tréhalose implique la condensation du 

glucose 6-phosphate avec de l’UDP-glucose pour former du tréhalose 6-phosphate, suivie 

d'une déphosphorylation générant le disaccharide libre (Figure III.6A). Chez E. coli, ces 
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réactions sont catalysées par la tréhalose-6-phosphate synthase (le produit du gène otsA) et 

la tréhalose-6-phosphate phosphatase (otsB).  

Une voie alternative générant du tréhalose à partir du glycogène a également été identifiée 

dans laquelle le résidu terminal du polymère de glucose lié en a α-(1→4) est converti en liaison 

α-(1→1) par la maltooligosyltréhalose synthase (MOT synthase, encodée par treY) [447]. Le 

disaccharide terminal est ensuite clivé par une GH (MOT trehalohydrolase, encodée par treZ), 

libérant alors une molécule de tréhalose libre (Figure III.6B).  

Enfin, une dernière voie impliquant du maltose existe. La liaison α-(1→4) du maltose est 

convertie en liaison α-(1→1) pour former le tréhalose (Figure III.6C). Cette réaction est 

catalysée par la tréhalose synthase, encodée par le gène treS [448].  

 

 

 

Figure III.6. Voies de biosynthèse du tréhalose chez M. tuberculosis. 

Trois voies ont été identifiées chez les bactéries : (A) la voie OtsA-OtsB à partir du glucose-6-phosphate; 

(B) la voie TreY-TreZ mettant en jeu du glucane α-(1→4) linéaire et (C) la voie TreS impliquant du 

maltose. (D) Le maltose peut être également utilisé pour reformer du glucane α-(1→4) linéaire et ce 

dernier peut former du glucane ramifié par action de l’enzyme glgB [449]. 

 

 Plus récemment, de nouvelles voies sont venues compléter cette biosynthèse du 

tréhalose avec comme point central l’-glucane. On sait depuis longtemps que M. tuberculosis 

accumule ce polymère qui peut atteindre jusqu’à 14 % en poids sec de cellules lorsqu'elle est 
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cultivée dans des conditions limitantes en azote ou en soufre [450]. Il a d’ailleurs été établi que 

les homologues de GlgA et de GlgB dans cet organisme étaient responsables de sa synthèse 

[451]. En effet, les enzymes recombinantes sont capables de synthétiser du glycogène [452], 

ce qui est corroboré par des preuves génétiques [453]. 

 Ce qui est plus inhabituel chez les mycobactéries, c’est qu’elles sont recouvertes d’une 

capsule principalement composée d’un -glucane qui ressemble aussi au glycogène comme 

mentionné précédemment [454]. Certaines études semblent indiquer que les polymères 

cytosoliques et capsulaires sont légèrement différents en termes de taille et de degré de 

compacité [455]. De plus, l’ α-glucane capsulaire échappe aux réponses immunitaires innées 

et acquises, ce qui entraîne un impact sur la persistance [453].  

 Plus récemment, une nouvelle voie GlgE pour la production d’α-glucane a été identifiée 

(Figure III.6D). GlgE est une maltosyl transférase qui utilise l’α-maltose 1-phosphate comme 

donneur afin de générer des liaisons α-(1→4) [456]. Ce disaccharide est assez distinct du 

donneur monosaccharidique de la glycogène synthase GlgA. 

 Toutes ces enzymes liées au tréhalose appartiennent à la même famille CAZy GH13 à 

l’exception de la tréhalase Rv2402. La famille GH13 agit exclusivement sur des substrats 

contenant des liaisons -glucoside. Elle est aussi l’une des plus grandes familles du système 

de classification CAZy, avec plus de 20 activités enzymatiques différentes rapportées. En 

raison de sa taille et de la diversité de ses activités, cette famille a été l’une des premières 

familles CAZy à être divisée phylogénétiquement en sous-familles où la plupart d’entre elles 

n’exercent qu’un seul type d’activité [457].  

En revanche, même si les enzymes tréhalase sont généralement présentes dans la famille 

GH65 [432], la tréhalase Rv2402 a ici été placée dans la famille GH15. La tréhalase                    

(α-(1→1)-glucosyl hydrolase) est l’enzyme majeur du turnover du tréhalose, permettant sa 

conversion en deux molécules de glucose [188]. Ce groupe d’enzymes est largement répandu 

dans le monde biologique et les tréhalases sont présentes dans la plupart des organismes qui 

synthétisent et/ou utilisent le tréhalose. Dans la plupart des bactéries, la tréhalase ne semble 

pas subir de modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation [458], bien que 

certaines de ces enzymes puissent être régulées par la transcription. Rv2402 se distingue de 

la plupart des tréhalases car elle a une exigence presque absolue de phosphate inorganique 

et de Mg2+ pour son activité. Leur rôle doit être potentiellement de stabiliser la conformation 

de l’enzyme ou d’aider à l’agrégation de la protéine pour produire une enzyme active. 

 

 D’autres GH sont également présentes en nombre chez les mycobactéries. C’est le 

cas notamment des enzymes Resuscitation-promoting factor (Rpf). Ces enzymes ont déjà été 

évoquées rapidement lors du turnover du PG. Elles sont impliquées dans la réactivation 
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bactérienne suite à un état de dormance. Il s’agit d’un phénomène complexe nécessitant de 

nombreuses étapes et mettant en jeu à la fois des hydrolases et des kinases de la paroi [459].  

Bien que les cinq gènes codants pour des Rpf soient collectivement indispensables à la 

croissance in vitro, le gène spécifique codant pour RpfB est indispensable pour la réanimation 

in vivo ce qui en fait la cible la plus intéressante pour de nouvelles approches thérapeutiques 

[460].  

Cependant, en dépit de nombreuses informations structurelles partielles collectées sur des 

domaines isolés, les caractéristiques de l’ensemble des multi-domaines de RpfB n’ont jamais 

été élucidées. Seule la fonction de l’enzyme RpfE est aujourd’hui connue [461] et on sait 

également que RpfB et RpfE interagissent avec RipA démontrant ainsi que les Rpfs n’agissent 

pas seules.  

Les enzymes Rpfs appartiennent à la famille CAZy GH23. Tous les membres de cette famille 

possèdent une activité de transglycosylase lytique sur le PG; c’est-à-dire qu’elles catalysent 

une transglycosylation intramoléculaire sur l’hydroxyle C-6 du résidu muramyle, ce qui conduit 

à la formation d'un acide 1,6-anhydromuramique terminal [462].  

 

 Un peu plus étonnant, deux cellulases ont aussi été caractérisées chez M. tuberculosis. 

En effet, bien que les mycobactéries appartiennent au groupe Actinobacteria qui est un phylum 

composé de nombreuses bactéries cellulolytiques du sol telles que Streptomyces, aucune 

mycobactérie n’a été rapporté comme étant cellulolytique (c’est-à-dire pouvant utiliser une 

source cristalline de cellulose comme seule source glucidique) [463]. 

Cependant, le séquençage des génomes mycobactériens a révélé des gènes codant pour la 

cellulase. La première à avoir été caractérisée et cristallisée est l’endoglucanase CelA 

(Rv0062) appartenant à la famille GH6 [464]. Par la suite, une analyse plus poussée du 

génome de M. tuberculosis a démontré que le gène Rv1090 code pour une seconde cellulase 

(CelA2b) et que le gène Rv1987 code pour une protéine candidate de liaison à la cellulose 

[465]. Les deux cellulases CelA et CelA2b sont en fait capables d’hydrolyser des chaînes de 

β-glucane. 

De nombreuses hypothèses ont été émises sur les raisons pour lesquelles les mycobactéries 

ont conservé des gènes codant pour la cellulase mais aucune d’entre elles n’a pu être vérifiée 

par des preuves expérimentales.  

Les organismes non cellulolytiques peuvent tout de même s’associer à de vrais organismes 

cellulolytiques au sein d’une communauté complexe afin d’hydrolyser une source cristalline de 

cellulose [466]. Il est donc tout à fait concevable que certaines mycobactéries utilisent une 

stratégie similaire.  

Plus récemment, il a été montré que M. tuberculosis est capable de produire des filaments de 

cellulose, qui jouent un rôle central dans l’intégrité structurelle de ses biofilms [467]. Ce 
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phénomène est très bien connu chez les protéobactéries où la cellulose confère une résistance 

aux structures du biofilm [468]. Une nouvelle cellulase a ainsi pu être mise en avant chez         

M. smegmatis en relation avec l’induction de la cellulose (MSMEG_6752) [469].   

 

Tableau III.2. Liste des 31 glycosides hydrolases (GH) connues à ce jour chez M. tuberculosis 

avec leurs orthologues respectifs chez M. smegmatis. 

Les familles à laquelle appartiennent les différentes GH concernées sont également indiquées ainsi que 

les références associées aux fonctions des protéines lorsque celles-ci sont connues.    

 

 

Nom (Numéro 

accession 

Uniprot)

Orthologue M. 

smegmatis (Numéro 

accession Uniprot) 

Classe d'enzyme 

IUB-MB

Protéine 

sécrétée ?

Nom du 

gène

Famille GH 

CAZy

Référence pour la 

fonction de la 

protéine

Rv1327c (P9WQ17) MSMEG_4916 (Q9RP48) 2.4.99.16 Non glgE GH13 Kalscheuer et al. (2010)

Rv1326c (P9WN45) MSMEG_4918 (A0R1Y4) 2.4.1.18 Non glgB GH13 Garg et al. (2007)

Rv1562c (P9WQ23) MSMEG_3184 (A0QX61) 3.2.1.141 Non treZ GH13 De Smet et al. (2000)

Rv1564c (P9WQ25)
MSMEG_3186 (A0QX62)  

MSMEG_6507 (A0R6D2)
 - Non treX GH13  -

Rv0126 (P9WQ19) MSMEG_6515 (A0R6E0) 5.4.99.16 Non treS GH13 Pan et al. (2004)

Rv1563c (P9WQ21) MSMEG_3192 (A4ZHS7) 5.4.99.15 Non treY GH13 De Smet et al. (2000)

Rv2471 (O53198) MSMEG_4696 (A0R1B9)  - Non aglA GH13  -

Rv2402 P71741) MSMEG_4535 (A0R0W9) 3.2.1.28 Non rv2402 GH15 Carroll et al. (2007)

Rv3031 (P9WQ27) MSMEG_2349 (A0QUV4)  - Non rv3031 GH57  -

Rv2006 (P9WN15) MSMEG_3954 (A0QZA5)  - Non otsB1 GH65  -

Rv3401 (P9WN13) MSMEG_1608 (A0QSU9)  - Non rv2006 GH65  -

Rv1781c (P9WK23) MSMEG_3673 (A0QYI8)  - Non malQ GH77  -

Rv0186 (O07430)  -  - Non bglS GH3  -

Rv3096 (I6YB54) MSMEG_5877 (A0R4L5)  - Oui rv3096 GH5  -

Rv0062 (Q79G13) MSMEG_6752 (A0R722) 3.2.1.4 Oui celA1 GH6 Varrot et al. (2005)

Rv1090 (O53438)  - 3.2.1.4 Non celA2b GH12 Mba Medie et al. (2011)

Rv0315 (O07242) MSMEG_0645 (A0QQ67) 3.2.1.6 Oui rv0315 GH16 Dong et al. (2015)

Rv0237 (L7N6B0) MSMEG_0361 (A0QPD6)  - Oui lpqI GH3  -

Rv2450c (O53177) MSMEI_4524 (I7FQH2) 4.2.2.n1 Oui rpfE GH23 Hett et al. (2008)

Rv1009 (P9WG29) MSMEG_5439 (A0R3E0)  - Oui rpfB GH23  -

Rv1022 (P96378) MSMEG_5416  (A0R3B9)  - Oui lpqU GH23  -

Rv1230c (O86313) MSMEG_5067 (A0R2C9)  - Non rv1230c GH23  -

Rv0867c (P9WG31) MSMEG_5700 (A0R445)  - Oui rpfA GH23  -

Rv1884c (O07747)  -  - Oui rpfC GH23  -

Rv2389c (P9WG27)  -  - Non rpfD GH23  -

Rv3896c (O05448)  -  - Non rv3896c GH23  -

Rv2525c (I6XEI5)  -  - Oui rv2525 GHinc.  -

Rv0648 (P96937) MSMEG_1361 (A0QS59) 3.2.1.24 Non rv0648 GH38
Rivera-Marrero et al. 

(2001)

Rv0365c (O06315) MSMEG_0740 (A0QQF8)  - Non rv0365c GH76  -

Rv0584 (O86365)  -  - Oui rv0584 GH92  -

Rv0394c (P95202)  -  - Non rv0394c GHinc.  -
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 Si tout ce chapitre s’est pour le moment focalisé sur les GH rencontrées chez les 

mycobactéries, de nombreuses autres enzymes entrent dans le métabolisme de l’AG et 

notamment en ce qui concerne les monosaccharides le composant. C’est le cas par exemple 

des aldoses 1-épimérase (ou mutarotases) qui interviennent dans le recyclage de la chaîne 

galactane de l’AG. Nous nous sommes donc également penchés sur les mécanismes de ce 

type d’enzymes et c’est sur ce point que le reste du chapitre se portera. 

 

II) Rôle des aldoses 1-épimérase (mutarotases) dans le catabolisme de l’AG 

 

 III.1) La voie de Leloir 

 Tout d’abord, les épimérases sont des enzymes de type isomérase qui catalysent 

l’inversion stéréochimique d’un atome de carbone asymétrique (en l’occurrence le carbone 

anomérique dans le cas des glucides) dans une molécule ayant plus centres d’asymétrie.  

L’aldose 1-épimérase, également nommée galactose mutarotase, est donc une épimérase qui 

catalyse différentes réactions : 

α-D-glucose ⇌ β-D-glucose  

α-D-galactose ⇌ β-D-galactose

α-D-xylose ⇌ β-D-xylose

α-D-arabinose ⇌ β-D-arabinose  

Cette enzyme peut aussi agir sur des disaccharides tels que le maltose ou encore le lactose. 

Elle intervient dans divers processus comme la glycolyse, la néoglucogenèse et la voie de 

Leloir [470] (Figure III.6).  

Lors de la première étape de la voie de Leloir, le β-D-galactose est épimérisé en α-D-galactose 

par action de la galactose mutarotase. L’étape suivante implique la phosphorylation de l’ α-D-

galactose par la galactokinase ATP-dépendante pour donner le galactose 1-phosphate. 

Comme indiqué sur la Figure III.6, la troisième enzyme de la voie, la galactose-1-phosphate 

uridylyltransférase, catalyse le transfert d'un groupe UMP de l'UDP-glucose en galactose 1-

phosphate, générant ainsi le glucose 1-phosphate et l'UDP-galactose. Pour compléter la voie, 

l'UDP-galactose est converti en UDP-glucose par l'UDP-galactose 4-épimérase [471]. Chez 

l’homme, des défauts dans les gènes codant pour la galactokinase, l’uridylyltransférase ou 

l’épimérase peuvent donner lieu à une pathologie appelée communément galactosémie. 

Bien que la galactosémie soit rare, elle est potentiellement mortelle avec des manifestations 

cliniques comprenant un retard intellectuel, un dysfonctionnement du foie et de la formation 

de cataracte, entre autres [472]. En effet, les enzymes de la voie de Leloir ont attiré l’attention 

pendant de nombreuses années, en partie à cause de leur rôle métabolique important dans le 

métabolisme normal du galactose. 
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Figure III.6. Schéma réactionnel de la principale voie métabolique de dégradation du galactose, 

aussi appélée voie de Leloir. 

 

 La voie de Leloir s’inscrit également dans le métabolisme du galactose chez les 

mycobactéries comme le montre l’encadré noir de la Figure III.7 représentant le schéma KEGG 

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) de ce métabolisme chez M. smegmatis. Les 

enzymes impliquées dans ce recyclage du galactose sont aujourd’hui connues à l’exception 

de la galactose mutarotase toujours hypothétique (enzyme 5.1.3.3 sur la Figure III.7).  

 En effet, comme décrit précédemment, une exo-galactofuranohydrolase a déjà été 

caractérisée chez M. smegmatis (MSMEG_5877) et M. bovis BCG (Rv3096), qui libère le 

galactose de la chaîne galactane de l’AG (enzyme 3.2.1.23). Une galactose mutarotase se 

positionne donc tout naturellement après cette étape pour permettre un recyclage du galactose 

libéré en accélérant sa conversion vers le galactose-1-P. Ensuite, ce galactose-1-P, par action 

successive d’une galactose-1-phosphate uridylyltransférase et d’une UDP-galactopyranose 

mutase peut reformer de l’UDP-D-galactofuranose nécessaire à la biosynthèse des chaînes 

galactane de l’AG. Ces deux enzymes sont déjà identifiées chez M.smegmatis, MSMEG_3691 

(galT) est la galactose-1-phosphate uridylyltransférase et MSMEG_6404 (glf) est l’UDP-

galactopyranose mutase. Le fait que M. smegmatis ne puisse pas pousser sur galactose 

semble bien confirmer le fait que ce monosaccharide est utilisé par la biosynthèse de l’AG et 

non pas pour son apport énergétique [473]. 

 Un écueil à cette hypothèse est le fait que le galactose est libéré au niveau de la paroi 

alors que la galactose mutarotase apparaît comme une protéine cytosolique. L’existence d’un 

transporteur GalP (MSMEG_3689) chez M. smegmatis a déjà été postulé mais pas chez           
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M. tuberculosis (qui, par contre, possède trois gènes galE permettant la conversion du glucose 

en galactose). Une recherche dans les banques de données ne montre que deux hits 

significatifs chez les mycobactéries : MSMEG_3598 (xypA) et MSMEG_3599 (thpA). C’est 

pour cette raison que la voie métabolique KEGG de la Figure III.7 a ici été choisie chez M. 

smegmatis. Ces deux protéines ne semblent être retrouvées que chez M. smegmatis parmi 

les mycobactéries. Malheureusement pour l’instant, il n’a été montré, pour ces deux 

transporteurs, qu’une liaison aux polyols comme le xylitol et le thréitol. 
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 III.2) Mécanismes de la galactose mutarotase  

 Pour en revenir à la galactose mutarotase, son activité a été pour la première fois 

reportée chez E. coli en 1965 [474], et le gène codant correspondant a été défini en 1994 

[475]. Depuis 1986, des gènes codants pour des protéines ayant une activité mutarotase ont 

été identifiées dans d’autres organismes, dont Lactococcus lactis. En ce qui concerne le 

mécanisme catalytique, il a tout d'abord démontré que la réaction se produisait par extraction 

du proton du groupement hydroxyle C1 du sucre par une base du site actif et par la donation 

d'un proton à l’oxygène C5 par un acide du site actif, conduisant ainsi à l'ouverture du cycle. 

Une rotation ultérieure de 180° autour de la liaison C1-C2, suivie de l’abstraction du proton sur 

l’oxygène C5 et de la restitution d’un proton à l’oxygène C1 génère le produit [476].  

 La première structure d’une galactose mutarotase provenant de L. lactis a été 

déterminée en 2002. La Figure III.8 montre une représentation en ruban de l’enzyme 

dimérique. Chaque sous-unité contient 339 résidus d’acides aminés et adopte un motif 

distinctif en sandwich β. Malgré le manque d’homologie au niveau de la séquence en acides 

aminés, la topologie globale de ce sandwich β est similaire à celle qui avait été observée pour 

la première fois dans le domaine 5 de la β-galactosidase d’E. coli [477].  

 

 

Figure III.8. Représentation dimérique en ruban de l’enzyme galactose mutarotase avec les sites 

actifs.  

Chaque sous-unité possède 339 acides aminés et adopte une conformation en sandwich [471]. 
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 Le site actif quant à lui est positionné dans une fente ouverte et les groupements 

hydroxyle du galactose sont situés à une distance de la liaison hydrogène entre plusieurs 

chaînes latérales, notamment His-96, His-170 et Glu-304. Ces trois résidus sont strictement 

conservés dans les séquences de la galactose mutarotase. Afin de déterminer le rôle de 

chacun de ces trois résidus dans la catalyse, des protéines mutantes ont été construites par 

mutagènèse dirigée. Leurs structures ont ainsi pu être résolues à haute résolution et leurs 

paramètres cinétiques ont été déterminés [478]. Toutes ces recherches ont abouti à la 

proposition du mécanisme catalytique de la galactose mutarotase, dans lequel le résidu Glu-

304 sert de base dans le site actif pour extraire l’hydrogène de l’hydroxyle C1 et le résidu His-

170 (ou His-96) agit en tant qu’acide pour protoner l’oxygène C5 du cycle (Figure III.9). 

 

Figure III.9. Schéma réactionnel du mécanisme catalytique de l’enzyme galactose mutarotase 

chez L. lactis. 
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 Plus récemment, le gène codant pour la galactose mutarotase chez l'homme a été 

cloné et exprimé, et la protéine a été purifiée à homogénéité [479]. Contrairement à l'enzyme 

bactérienne, la protéine humaine se comporte comme un monomère en solution. Cependant, 

comme observé pour l'enzyme chez L. lactis, la galactose mutarotase humaine a démontré 

une préférence pour le galactose comme substrat plutôt que le glucose. Sur la base 

d’expériences de mutagenèse dirigée et d’analyses cinétiques, il semble que la réaction 

catalysée par la galactose mutarotase humaine se déroule grâce à l’action des résidus Glu-

307 et His-176 via un mécanisme similaire proposé pour l’enzyme de L. lactis. Jusqu'à présent, 

aucune maladie n'a été attribuée à des mutations dans la galactose mutarotase humaine. 

 

 III.3) Etude de l’UDP-galactose 4-épimérase (GalE) de la voie de Leloir 

 Une épimérase est également présente dans la voie de Leloir comme indiqué sur la 

Figure III.6. Il s’agit de l’UDP-galactose 4-épimérase (GalE) qui est aujourd’hui bien connnue 

et caractérisée (enzyme 5.4.99.9 de la voie KEGG, Figure III.7). Cette enzyme catalyse l’étape 

finale du métabolisme normal du galactose en régénérant l’UDP-glucose. C’est d’ailleurs la 

seule enzyme qui catalyse l’interconversion des groupes glucosyl et galactosyl.  

Une des particularités de GalE et plus généralement des épimérases et racémases est leur 

non-stéréospécificité. En effet, les interactions enzyme-substrat sont presque universellement 

stéréospécifiques et conduisent à une stéréospécificité dans les réactions, ce qui n’est pas le 

cas de GalE qui possède une molécule de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) par sous-

unité fonctionnant en catalyse redox réversible [480]. 

 Le mécanisme réactionnel de l’épimérase est caractérisé par l’utilisation de NAD+ en 

tant que cofacteur pour soustraire l’hydrure de la position d’épimérisation. Le proton restant 

est dans le même temps transféré vers un résidu de base catalytique, laissant alors derrière 

lui un groupe céto. En raison de la mobilité dite en torsion de la partie glucidique de l’UDP-

sucre dans le site actif, une rotation peut avoir lieu et ainsi permettre au NADH de transférer 

l’hydrure vers le site opposé, complétant ainsi la réaction d’épimérisation [481] (Figure III.10). 

Il semblerait que ce mécanisme ne fonctionne que sur des structures en cycle fermé, comme 

c’est le cas pour l’UDP-galactose 4-épimérase [482].  
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Figure III.10. Schéma du mécanisme réactionnel de l’UDP-galactose 4-épimérase (GalE) avec 

l’utilisation du NAD+ comme cofacteur [481]. 

 

 L’épimérase GalE fait partie de la super-famille des déshydrogénases à courte chaîne 

(short-chain dehydrogenase ou SDR) qui comprend plus de 5000 séquences et 300 structures 

cristallographiques et qui englobe plusieurs classes d’enzymes, y compris les 

oxydoréductases et les lyases en plus des épimérases [483].  

Tous les membres de cette famille contiennent un pli Rossman qui est un motif structural 

protéique présent dans les protéines liants les nucléotides et notamment le NAD [484]. La 

structure est composée d’un feuillet β de 6 brins parallèles liés à deux paires d’hélices 

α(Figure III.11A). Les 4 acides aminés Asn-Ser-Tyr-Lys sont également conservés dans leur 

site actif (Figure III.11B). 

 

 

Figure III.11. (A) Domaine de pli Rossman de la GDP-mannose 3,5-épimérase provenant d’A. thaliana 

avec le NAD comme substrat. (B) Le site catalytique de GalE contient la tétrade Asn-Ser-Tyr-Lys 

conservée, qui est responsable de la liaison de l’UDP-glucose et de la réalisation d’importantes 

fonctions catalytiques [484]. 

  

A B

B 
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Conclusion générale de la partie introductive sur les mycobactéries 
 

 M. tuberculosis, qui cause la tuberculose humaine, est la première cause de décès 

dans le monde lié à un seul pathogène selon l’OMS. De plus, l’émergence de souches multi-

résistantes (MDR) et ultra-résistantes (XDR) a mis en avant le besoin urgent de nouvelles 

cibles médicamenteuses afin que l’objectif ambitieux d’éradiquer la tuberculose avant 2030 ait 

une chance d’aboutir.  

Environ un tiers de la population mondiale vit aujourd’hui avec le pathogène dans son 

organisme et celui-ci vit en état de dormance en attente d’une réactivation qui se produit 

notamment en cas d’immunodépression et principalement lors d’infection au VIH en amont. 

On peut alors prendre la réponse au processus infectieux sous deux angles : le premier en se 

plaçant du côté de l’hôte qui va mettre en place la réponse immunitaire et de l’autre 

M. tuberculosis qui va établir des stratégies pour échapper au système immunitaire de l’hôte. 

Cela implique donc de s’intéresser aux nombreux mécanismes qui régissent les relations hôte-

pathogène afin d’appréhender au mieux les solutions à apporter pour l’élaboration de 

nouveaux traitements dans le but de faire face notamment aux souches résistantes qui sont 

un problème de plus en plus préoccupant.   

 

 Si l’on se place dans un premier temps du côté de l’hôte, nous avons vu dans le premier 

chapitre que ce dernier met en jeu très rapidement différents acteurs du système immunitaire 

lors de l’entrée des mycobactéries dans les poumons. On retrouve principalement les cellules 

dendritiques et les macrophages qui une fois activés vont produire une réponse immunitaire 

adaptative débouchant au final sur la formation du granulome. Ce granulome vient en fait 

piéger les bacilles en empêchant leur propagation mais ne permet pas leur destruction. C’est 

pour cette raison que l’on parle d’état de dormance. 

En effet, du point de vue de M. tuberculosis, son confinement dans le granulome n’est pas 

suffisant pour entraîner son éradication. Au contraire, les mycobactéries sont même capables 

de contourner le granulome à leur avantage en formant une barrière protectrice. Lorsqu’un 

évènement immunodépressif intervient, le système immunitaire de l’hôte ne peut alors plus 

contenir le pathogène qui peut ainsi se propager et infecter les autres tissus. Cette capacité 

de M. tuberculosis à utiliser l’hôte pour se protéger est dû à des mécanismes adéquats et 

notamment à son aptitude de remodelage de la paroi cellulaire au cours de l’infection pour 

s’adapter à son environnement. 

 

 La paroi de M. tuberculosis possède une structure unique comportant principalement 

des glycolipides et des polysaccharides. Nous avons dans le second chapitre passé en revue 

ses différents composants et force a été de constater que pour l’ensemble d’entre eux, les 
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voies de synthèse ont été minitieusement examinés au cours des deux dernières décennies 

mais peu d’éléments sont aujourd’hui connus sur la façon dont M. tuberculosis module et 

adapte l'expression de sa paroi cellulaire en réponse aux conditions fluctuantes perçues ou de 

stress.  

L’attention en ce qui concerne ce pan de la thèse s’est portée exclusivement sur l’AG et plus 

particulièrement à sa dégradation. L’AG étant composé uniquement de monosaccharides, les 

enzymes impliquées dans son catabolisme sont forcément des GH. C’est pour cette raison 

que le dernier chapitre de l’introduction s’est focalisé sur les GH et à leurs mécanismes. Ces 

GH ont été répertoriées dans la banque de données CAZy et ont été classées par famille selon 

leur séquence protéique et leur structure. Chez M. tuberculosis, 31 GH ont été identifiées à ce 

jour provenant de 14 familles différentes mais seules 12 d’entre elles ont été caractérisées. 

Pour revenir sur l’AG, seule une galactofuranohydrolase (Rv3096) a récemment été identifiée 

au sein de notre laboratoire mais le champ exploratoire reste important  notamment en ce qui 

concerne la dégradation de l’arabinane.  

De manière plus générale, la dégradation et le remodelage de l’AG mycobactérien constitue 

donc une voie innovante pour la découverte de nouveaux traitements anti-tuberculeux et ainsi 

répondre aux attentes actuelles.   
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 Depuis quelques années, notre laboratoire sous la direction du Dr Yann Guérardel 

s’intéresse au catabolisme de la paroi mycobactérienne et a pu prouver en collaboration avec 

l’équipe du Dr Laurent Kremer (Mycobacterial Pathogenesis and Novel Therapeutic Targets, 

IRIM–UMR9004, Montpellier) que les mycobactéries avaient la capacité de dégrader leur 

propre mAGP. Ces observations résultent de trois études complémentaires qui ont été menées 

par ces équipes. Deux de ces aspects ont déjà été évoqués dans la partie traitant du 

catabolisme de l’AG, à savoir l’identification du di-mycolyl-di-arabinoglycérol (DMAG) et de 

l’enzyme -D-galactofuranohydrolase Rv3096.  

Un dernier point est également entré en ligne de compte dans les premiers résultats sur 

l’existence d’un catabolisme de l’AG. En effet, une méthode se basant sur un dosage 

biochimique hautement spécifique et sensible par chromatographie ionique couplée à la 

spectrométrie de masse a été développée. Pour ce faire, de l’AG est purifié à partir de 

mycobactéries et sert de substrat pour l’hydrolyse avec le lysat protéique soluble total 

mycobactérien. Cette méthode a permis d’identifier des oligosaccharides libérés par l’AG initial 

s’apparentant à des fragments de chaînes d’arabinane. 

 

 Sur la base de ces résultats préliminaires, un projet a été financé par l’Agence 

Nationale de la Recherche pendant 3 ans (2016-2019) sous l’acronyme MyCat et ayant pour 

sujet le catabolisme de la paroi mycobactérienne : vers le développement de nouveaux 

inhibiteurs. Ce travail regroupe les deux laboratoires cités précédemment auquel s’est greffé 

l’équipe du Pr. Stéphane Vincent (laboratoire de Chimie Bio-Organique, Namur).  

Le projet de thèse a donc pu voir le jour afin de poursuivre les investigations sur les 

glycosidases pouvant être impliquées dans le remodelage et la dégradation de la paroi 

mycobactérienne, en portant ici une attention exclusive sur l’AG. 

 L’objectif principal s’est donc porté sur la recherche d’une endo-D-arabinase participant 

à la dégradation de l’AG et dont les premiers résultats se sont révélés prometteurs grâce 

notamment au développement de la méthode de criblage de cette activité. Pour ce faire, 

l’enzyme a été isolée à partir d’un lysat protéique soluble total provenant de M. smegmatis par 

des étapes chromatographiques successives (gel-filtration, chromatographie échangeuse 

d’ions, hydrophobe…) et en contrôlant au fur et à mesure l’activité en HPAEC. Ensuite, les 

fractions positives contenant l’activité endo-D-arabinase ont été soumises à une analyse par 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) en collaboration 

avec le Dr. Jean-Michel Saliou (Plateforme de Protéomique et Peptides Modifiés,P3M, 

INSERM U1019, CNRS UMR 8204, Université de Lille, Institut Pasteur de Lille) afin de 

déterminer les protéines encore présentes dans ces fractions. Enfin, par un travail de 

bioinformatique, des candidats potentiels à la fonction endo-D-arabinase ont été sélectionnés 
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puis les gènes synthétiques associés ont été commandés (GeneCust, Boynes, France) pour 

leur expression dans E. coli.   

La première partie des résultats va donc porter sur tout ce processus de recherche d’enzyme 

arabinase et nous verrons qu’au fil de l’avancée de cette partie de thèse, d’autres enzymes 

ont pu être identifiées. 

 

 En plus de cet objectif principal, un autre aspect a attiré notre attention et a concerné 

l’étude structurale de l’AG tronqué. En effet, il a été montré avant le début de l’ANR que lors 

de la purification de l’AG, des fragments de plus petite taille que l’AG complet étaient 

également retrouvés (Figure 1). Ce versant est également très intéressant car à l’heure 

actuelle, les recherches sur l’AG n’ont concerné que la structure de l’AG complet, ce qui se 

justifie aisément par la complexité du travail et par le caractère majoritaire de l’AG complet. 

Mais l’étude des structures minoritaires et/ou incomplètes d’AG n’a pas encore été abordée 

alors qu’elles peuvent révéler des informations essentielles sur sa biosynthèse ou son 

catabolisme. En cela, la caractérisation structurale de ces fragments peut constituer une aide 

précieuse pour montrer et étudier un catabolisme de l’AG. C’est pour cette raison que la 

seconde partie des résultats portera sur la caractérisation structurale de ces fragments d’AG. 

 

Figure 1. Analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF des fragments incomplets d’AG. 

Lors de la purification de l’AG, il a été observé pour la première fois qu’en plus de l’AG complet se 

trouvait des fragments d’AG de plus petite taille. La plupart des études s’étant cantonnées à l’utilisation 

de l’AG total, l’analyse structurale de ces fragments incomplets d’AG n’a jamais été réalisée mais ces 

derniers pourraient bien provenir d’une dégradation de l’AG et donc être associés à son catabolisme.  
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Chapitre IV : Recherche d’enzymes impliquées dans le 

catabolisme de l’arabinogalactane de la paroi 

mycobacérienne 

 
 Comme nous avons pu le constater dans la partie introductive, la paroi 

mycobactérienne a été très étudiée au cours des dernières décennies mais les études qui l’ont 

concerné se sont penchées principalement sur sa biosynthèse. Le versant catabolique a en 

effet été très peu mis en avant alors qu’il peut apporter de nombreuses informations clés pour 

le développement de nouveaux traitements anti-tuberculeux face aux résistances croissantes. 

Ce sont ces dernières qui ont d’ailleurs remis la tuberculose sur le devant de la scène et les 

besoins se font de plus en plus pressants car l’objectif est d’éradiquer cette maladie dans les 

vingt prochaines années.  

 

 C’est pour ces raisons que le chapitre développé ici porte sur la recherche des 

enzymes impliquées dans ce catabolisme en se focalisant sur l’AG car celui-ci étant constitué 

exclusivement d’oligosaccharides, il correspond parfaitement aux compétences disponibles 

au sein de notre laboratoire. Comme il é été mentionné dans la partie de présentation du projet 

de thèse, des études préliminaires ont été menées sur ce sujet et ont pu prouver l’existence 

d’un catabolisme de l’AG et une première enzyme a été caractérisée. Il s’agit d’une exo-

galactofuranohydrolase, Rv3096, qui coupe de façon récurrente la chaîne galactane de l’AG 

en libérant du galactose libre. De plus, un article de la littérature paru en 1999 par Xin Y. et al. 

fait mention d’une activité endo-D-arabinase et celle-ci a été décrite dans M. smegmatis sans 

pour autant identifier la protéine ni le gène correspondant [293]. Cet article est d’ailleurs le seul 

à ce jour à avoir stipuler une telle activité chez Mycobacterium et a ainsi servi de base de 

travail dans le cadre de notre étude. A noter qu’un second article publié par Dong X. et al. en 

2006 [485] pour la détection de cette activité peut également être cité mais celui-ci reprend les 

travaux réalisés par Xin Y. et al. en 1999. C’est pour cette raison que le modèle qui a été choisi 

pour l’étude protéomique est M. smegmatis puisqu’aucune preuve directe n’existe à ce jour 

sur la présence d’une activité arabinase chez M. tuberculosis. L’idée a donc été de séparer 

les différentes protéines de M. smegmatis par des techniques chromatographiques afin 

d’isoler la protéine porteuse de l’activité arabinase puis de déterminer le gène responsable 

associé grâce à des analyses de chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse 

(LC-MS pour Liquid Chromatography-Mass Spectrometry). Une fois l’enzyme d’intérêt 

identifiée, il sera alors possible d’identifier son potentiel orthologue dans les bactéries du 

complexe tuberculosis. 
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Par ailleurs, nous verrons à travers ces investigations que d’autres enzymes d’intérêt sont 

venus s’ajouter à la liste de celles impliquées dans le catabolisme de l’AG au fur et à mesure 

des avancées. 

   

 Ce chapitre représente ainsi le cœur du sujet de thèse et a occupé la majeure partie 

des investigations. Son cheminement va être décrit de manière chronologique et va se diviser 

en plusieurs grandes parties : 

- la première va aborder les différentes étapes qui ont été nécessaires pour déterminer l’activité 

arabinasique de l’AG. Cette partie a été complexe à réaliser dû à la difficulté inhérente à 

l’isolement de protéines associées à la paroi mycobactérienne. Ces difficultés ne sont 

cependant pas réellement étonnantes car des problèmes similaires ont été observés pour 

Rv3096; 

- une fois la stratégie établie, deux campagnes de purification pour la recherche d’une endo-

D-arabinase ont été menées. A noter que le terme endo est utilisé ici car contrairement à la 

chaîne galactane, les chaînes arabinane sont ramifiées et d’après les profils analytiques 

obtenus, l’enzyme recherchée clive à l’intérieur de ces chaînes. Ces deux campagnes ont 

permis une sélection de plusieurs candidats potentiels amenant à la purification des protéines 

recombinantes correspondantes. Il n’a cependant pas été possible d’arriver à une fraction ne 

contenant que l’enzyme d’intérêt. Il a de ce fait été choisi de poursuivre l’isolement au 

maximum sans perdre l’activité puis d’identifier les protéines par LC-MS afin de sélectionner 

celles qui pourraient être une glycosidase; 

- enfin, lors de la sélection des candidats, d’autres enzymes se sont avérées avoir un rôle 

potentiel dans le catabolisme/remodelage de l’AG. L’une d’entre elle a particulièrement attiré 

notre attention et a été étudiée plus en détail, à savoir la galactose mutarotase dont les 

fonctions ont été décrites dans la partie introductive. 

 

I) Recherche et optimisation d’une activité endo-D-arabinase impliquée dans le 

catabolisme de l’arabinogalactane 
 

 I.1) Purification de l’arabinogalactane et extraction des protéines 

mycobactériennes 

 Dans un premier temps, il est essentiel de présenter le protocole ayant servi à la 

purification de l’AG mycobactérien qui constitue le substrat principal de cette partie du projet. 

Ce protocole a été utilisé à maintes reprises tout au long de la thèse et comporte de 

nombreuses étapes qui se basent sur une publication de Besra GS. paru en 1998 [486] et qui 

vont être détaillées ici (Figure IV.1).  
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Tout d’abord, seules deux espèces mycobactériennes ont servi dans ce projet, à savoir 

M. smegmatis et M. bovis BCG. La méthode de purification de l’AG reste la même pour ces 

deux espèces et commence en amont par la culture mycobactérienne. Cette culture est 

réalisée en milieu liquide. Le milieu 7H9+OADC a été choisi en premier lieu avant que le milieu 

Sauton ne soit finalement privilégié pour uniformiser les conditions expérimentales des 

différents sujets du groupe portant sur les mycobactéries. Le temps de division est cependant 

très différent entre M. smegmatis et M. bovis BCG. En effet, pour M. smegmatis, le temps de 

doublement des cellules est de l’ordre de 3 à 5 h alors que M. bovis BCG faisant partie du 

complexe tuberculosis, son temps de division est beaucoup plus lent et se rapproche plutôt 

des 20 h. 

Dans tous les cas, la purification de l’AG a généralement été démarrée à partir d’un culot 

humide d’environ 5 g qui a été obtenu après centrifugation de la culture en milieu liquide. Dans 

un premier temps, les cellules sont lysées par sonication puis par deux passages successifs 

en presse de French après avoir été suspendues dans un tampon de lyse. Ensuite, une 

centrifugation permet de séparer deux composantes; on obtient d’une part le culot nommé C1 

qui est requis pour la suite de la purification de l’AG et d’autre part le surnageant appelé S1 

qui est composé de l’ensemble des protéines solubles et constitue le lysat protéique total. 

C’est ce lysat qui a servi de point de départ à la purification de l’activité endo-D-arabinase. Il 

est important de souligner ici que seul le lysat protéique de M. smegmatis a été exploité pour 

cette recherche enzymatique car aucune activité n’a été visible chez M. bovis BCG dans nos 

conditions expérimentales.  

 Pour en revenir au culot C1, celui-ci est soumis à une extraction à l’aide du détergent 

Triton X-100 sur une nuit avant d’effectuer une seconde centrifugation permettant de récupérer 

le culot C2 et le surnageant S2. Cette seconde étape est nécessaire pour séparer le matériel 

insoluble de la paroi cellulaire (C2) du surnageant composé des PIM, LM et LAM (S2). Ces 

derniers peuvent ensuite être purifiés à leur tour selon un autre protocole qui ne sera pas 

abordé ici car ils n’ont pas eu d’utilité dans le cadre de notre étude. Trois extractions 

consécutives au SDS sont alors réalisées sur le culot C2 afin d’extraire les protéines associées 

à la paroi (S2) qui n’ont pas été conservées. Il ne reste ainsi plus que le complexe mAGP à la 

fin de ces extractions (C3) qui est tout de même soumis à plusieurs séquences de lavages à 

l’acétone et à l’eau pour éliminer les traces de SDS. 

 

 Le but de la seconde partie du fractionnement est de séparer les trois composants de 

la paroi cellulaire restants, à savoir les acides mycoliques, l’AG et le PG qui sont encore liés 

de façon covalente entre eux. Ce sont tout d’abord les acides mycoliques qui sont saponifiés 

par de la potasse KOH en condition anhydre afin d’être libérés dans le surnageant après 
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centrifugation. Le culot contient alors l’AGP qui subit à son tour une lyse alcaline par la soude 

pour ne récupérer que l’AG dans le surnageant.  

Cette double étape a par la suite été remplacée par une seule étape qui consiste à réaliser la 

seconde lyse alcaline directement sur le mAGP ce qui suffit à obtenir l’AG purifié dans des 

quantités similaires. 

Enfin, deux options sont envisageables pour l’étape finale de la purification de l’AG. Soit il est 

dialysé sur membrane de 1 kDa, soit il est passé sur une membrane d’ultrafiltration de 3 kDa 

afin d’éliminer les sels qui ont été engendrés par la lyse alcaline à la soude. L’option de la 

dialyse a été la plus largement choisie car de meilleurs rendements ont été observés avec 

cette méthode.  

 

 Avant de passer à la suite, une notion importante doit ici être énoncée. L’AG qui est 

obtenu en fin de purification est considéré comme étant de l’AG total car il comporte en fait 

deux catégories, à savoir l’AG complet  qui est celui que l’on retrouve dans la littérature mais 

aussi des fragments de plus petites tailles qui n’avaient pas encore été étudiés à ce moment. 

Ces AG tronqués sont d’ailleurs évoqués en détail dans le chapitre suivant. Toujours est-il qu’il 

est possible de séparer ces entités par chromatographie d’exclusion stérique et que même si 

le substrat qui a été le plus utilisé est l’AG total, certaines analyses essentielles lors d’étapes 

cruciales ont nécessité l’utilisation d’AG complet exempt de toute trace de fragments 

incomplets pour simplifier l’analyse des résultats de l’activité arabinasique sur l’AG. A noter 

également que les AG totaux de M. smegmatis et M. bovis BCG comportent des profils 

analytiques identiques. Les AG totaux provenant de ces deux espèces ont donc été utilisés 

pour notre étude sans distinction notable. 
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Figure V.1. Protocole de purification de l’arabinogalactane mycobactérien. 
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I.2)  Criblage analytique des activités D-arabinase 

Une fois l’AG purifié (M. smegmatis ou M. bovis BCG) et le lysat protéique soluble total 

extrait (M. smegmatis), un crible de détection d’activités glycosidasiques spécifique de l'AG et 

plus particulièrement de D-arabinases a été développé dans le but de pouvoir suivre ces 

activités au fur et à mesure de leur purification.  

 Cette technique à avoir été mise au point se base sur l’analyse des produits issus de 

l’hydrolyse de l’AG par les enzymes contenues dans le lysat soluble total extrait lors de la 

purification de l’AG. Cette hydrolyse s’est déroulée durant 48 h dans du tampon phosphate à 

20 mM pH 7,4. Les produits ont ensuite été analysés par chromatographie échangeuse 

d’anions avec détection ampérométrique (HPAEC-PAD pour High Performance Anion 

Exchange Chromatography-Pulsed Amperometric Detection) pour les séparer selon leur 

charge ionique. Les différents  pics ont alors été collectés puis perméthylés pour une seconde 

analyse par spectrométrie de masse afin d’identifier les produits présents dans cette 

hydrolysat. 

Le concept de l’HPAEC-PAD est dans le cadre de cette étude parfaitement adapté. En effet, 

ce type d’analyse est réalisé à haut pH (~13) avec l’utilisation de tampons basiques tels que 

la soude et l’acétate de sodium. Les glycannes se comportant comme des anions faibles en 

solutions basiques, il est alors possible de les séparer efficacement par échange d’anions 

grâce aux colonnes cationiques à base de polymères disponibles aujourd’hui qui offrent 

l’avantage de la stabilité sur une large plage de pH. La combinaison avec l'ampérométrie 

pulsée à l’aide d’une électrode de travail en or, dont la surface peut catalyser l'électrooxydation 

de composés contenant du -COH dans des solutions à pH élevé, a également fourni un outil 

sélectif et sensible pour la séparation de glycannes natifs. 

En sortie d’analyse HPAEC-PAD, les produits sont en revanche très chargés en sels ce qui 

ne permet pas leur identification directement en spectrométrie de masse de manière native. 

C’est pour cette raison qu’ils sont perméthylés au préalable, ce qui apporte ici le double 

avantage d’éliminer les sels contaminants par extraction au chloroforme du produit perméthylé 

et une sensibilité accrue lors de l’analyse en spectrométrie de masse (moins de fragmentation 

spontanée).  

Enfin, l’identification par spectrométrie de masse a été effectuée sur deux spectromètres de 

masse différents, à savoir MALDI-TOF/TOF principalement et MALDI-QIT-TOF (QIT pour 

Quadrupole Ion Trap) qui a été acquis par le laboratoire pendant le projet de thèse.  

 

Pour revenir sur l’application de cette méthode à l’hydrolyse AG + lysat protéique total 

de M. smegmatis, celle-ci a permis d’identifier deux familles d’oligosaccharides provenant de 

l’AG initial : la première comprend les petits fragments de la chaîne d’arabinane (Ara5-8) tandis 

que la seconde famille se compose d’oligosaccharides plus larges (Ara18-22) (Figure IV.2A). La 
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détermination de ces structures a été réalisée par fragmentation en spectrométrie de masse 

MS/MS exceptionnellement sur un appareillage Bruker ESI-ITMS (ElectroSpray Ionization-Ion 

Trap Mass Spectrometry) sur les différentes fractions collectées en HPAEC-PAD (Figure 

IV.2B). 

De plus, lorsque le mélange réactionnel est supplémenté avec du glycérol, une partie des 

oligosaccharides est transférée sur ce dernier démontrant ainsi la capacité de 

transglycosylation de l’activité arabinasique recherchée. 
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Figure IV.2. Méthode de criblage analytique des activités endo-D-arabinase chez M. smegmatis. 

(A) Chromatogramme HPAEC-PAD de l’hydrolyse de l’AG de M. smegmatis avec le lysat protéique 

soluble total de M. smegmatis ainsi que que les chromatogrammes contrôle AG seul et lysat protéique 

soluble total seul. (B) Spectres de masse MS/MS acquis sur les fractions collectées en HPAEC-PAD.  
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 On remarque donc qu’au vu des différentes familles d’arabinanes obtenues à partir de 

ce criblage, une activité endo-D-arabinase est effectivement bien présente. En reprenant la 

structure d’une chaîne arabinane de l’AG, on a en effet une coupure au niveau des résidus α-

(3→5)-Araf qui correspondent aux points de ramification d’où la présence de deux familles 

avec un écart de résidus d’arabinose important (Figure IV.3). Ce résultat n’est pas étonnant 

car contrairement à la chaîne galactane linéaire, les chaînes arabinane sont ramifiées avec de 

nombreux types de liaisons impliquées ce qui suggère fortement la présence d’une activité 

majoritairement endo sur ces chaînes. La possibilité d’activités exo-glycosidasiques sur les 

chaînes arabinane n’est cependant pas à exclure même si les recherches ne se sont pas 

orientées vers cette possibilité et que de l’arabinose libre n’a pas été observée sur les 

chromatogrammes HPAEC-PAD. 

 

Figure IV.3. Structure d’une chaîne arabinane de l’AG mycobactérien avec les différents sites de 

coupure retrouvés en HPAEC-PAD suite à l’hydrolyse avec le lysat protéique soluble total de M. 

smegmatis. 

Les familles d’arabinane obtenues après hydrolyse confirment que le lysat protéique soluble total de M. 

smegmatis contient bien une activité endo-D-arabinase.  

 

 En parallèle à cette méthode de criblage, une seconde technique plus rapide et légère 

a été recherchée afin de permettre un criblage à plus grand débit des fractions en cours de 

purification. L’analyse de la littérature a montré que la méthode semblant la plus adaptée à 

notre étude est celle proposée par Anthon G. et al. publiée en 2002 [487] qui se base sur le 

dosage colorimétrique des fonctions réductrices provenant des glycannes à l’aide du réactif 

MBTH (3-Méthyl-2-BenzoThiazolinone Hydrazone) par mesure de l’absorbance à 620 nm. 
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 Ce test de dosage des fonctions réductrices n’a cependant pas pu être utilisé à cause 

de sa sensibilité qui s’est avérée insuffisante dans notre cas mais aussi sa faible robustesse 

à de nombreux composés indispensables lors de l’isolement de protéines. Seule la méthode 

de criblage par chromatographie et spectrométrie de masse a donc été utilisée tout au long du 

processus de purification d’une glycosidase d’intérêt endo-D-arabinase malgré la lourdeur de 

sa mise en oeuvre. 

 

 I.3) Purification et recherche d’une activité arabinasique 

 Avec le lysat protéique soluble total de M. smegmatis et une méthode de criblage des 

activités glycosidasiques acquise, les premières purifications d’une enzyme d’intérêt endo-D-

arabinase ont pu être menées. Dans un premier temps, plusieurs techniques 

chromatographiques ont été sélectionnées sans à priori. En effet, comme mentionné 

précédemment, un seul article à ce jour a mis en avant l’existence d’une endo-D-arabinase 

chez M. smegmatis [293]. Cela s’explique en partie par le fait que le substrat D-Araf est très 

peu représenté dans la nature où l’on retrouve plutôt la forme L-Araf et notamment chez les 

plantes. Par contre, aucune activité n’a pu être observée pour le moment chez M. bovis BCG 

à partir de son lysat protéique total d’où l’utilisation exclusive d’un lysat provenant de 

M. smegmatis. 

 

  I.3.a) Etapes chromatographiques préliminaires 

 La première chromatographie à avoir été envisagée est l’échange d’anions sur support 

DEAE Sepharose Fast Flow comprenant des groupements amine tertiaire échangeurs 

d’anions faible. Le chromatogramme résultant de l’analyse du lysat de M. smegmatis a été 

reporté sur la Figure IV.4. Plusieurs régions se distinguent sur ce chromatogramme indiquant 

une première séparation effective des différentes protéines solubles du lysat total. Les 

fractions d’intérêt ainsi que les protéines non retenues ont ensuite été incubées avec de l’AG 

total pendant 48 h et la procédure de criblage de l’activité arabinasique a été appliquée comme 

énoncée précédemment.  

Aucune activité n’a été retrouvée lors de l’analyse des différentes fractions (comprenant la 

fraction non retenue) après hydrolyse ce qui signifie que l’activité endo-D-arabinase a été 

perdue lors de cette première étape de purification. 
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Figure IV.4. Chromatogramme du lysat protéique soluble total de M. smegmatis par 

chromatographie échangeuse d’anions sur support DEAE SFF. 

 

 De ce fait, nous avons choisi, à partir du lysat total de départ, d’effectuer un 

fractionnement subcellulaire afin de séparer les protéines cytosoliques des protéines 

membranaires (hydrophobes et hydrophiles) et de celles associées à la paroi (hydrophobes et 

hydrophiles). Ce procédé est déjà bien documenté dans la littérature notamment avec 

l’utilisation du Triton X-114 [488], [489]. Les 5 fractions protéiques résultantes ont été incubées 

avec l’AG total puis analysées en HPAEC-PAD. Nous avons observé une activité dans la 

phase cytosolique alors qu’elle était plutôt attendue dans la phase des protéines 

membranaires si on se réfère aux autres glycosidases et à Rv3096. Elle a cependant très bien 

pu se retrouver en phase cytosolique lors de la lyse par presse de French, qui est la meilleure 

façon de lyser les mycobactéries. La phase cytosolique a donc été choisie pour isolement par 

chromatographie échangeuse d’anions selon les mêmes conditions que les précédentes 

analyses. Une fois de plus, l’activité endo-D-arabinase n’a été retrouvée dans aucune des 

fractions collectées, et ce même dans la fraction non retenue. 

 

 Nous avons alors réalisé un nouvel essai par précipitation au sulfate d’ammonium. 

Selon la série de Hofmeister [490], le sulfate d’ammonium est le meilleur sel avec effet 

précipitant sur les protéines et a donc été privilégié pour notre étude. 

Étant donné que nous ne connaissons pas les propriétés de solubilisation de l’enzyme 

recherché, différentes concentrations saturantes en sulfate d’ammonium ont été ajoutées dans 

le lysat protéique total de M. smegmatis, à savoir 40 %, 70 % et 100 % de saturation dans un 

premier temps.  
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Les trois culots (à 40 %, 70 % et 100 % de saturation) de protéines précipitées ainsi obtenus 

ont été solubilisés directement dans du tampon phosphate puis les sels ont été éliminés par 

ultrafiltration. Une hydrolyse a ensuite été lancée avec l’AG total pour une analyse en HPAEC-

PAD. Cette technique de précipitation au sulfate d’ammonium ne s’est finalement pas montrée 

plus concluante car l’activité n’a été retrouvée dans aucune des trois fractions analysées. Une 

chromatographie hydrophobe devait suivre mais n’a donc pas pu être mise en œuvre. Ce 

résultat est étonnant car c’est cette méthode qui avait été utilisée dans l’article de Xin et al. de 

1999 pour mettre en avant l’activité endo-D-arabinase [293].  

 

 D’autres tests chromatographiques auraient pu être envisagés à ce stade mais il était 

évident qu’il fallait plutôt agir au préalable sur certaines propriétés de l’enzyme arabinase 

recherché avant de se lancer dans de nouvelles tentatives de purification du lysat protéique. 

En effet, de l’expérience du groupe concernant la purification de protéines de mycobactéries 

et notamment sur Rv3096, il s’avère en fait qu’elles ont souvent tendance à s’agréger et à être 

facilement perdues lors des étapes critiques (chromatographie, ultrafiltration, …). Partant de 

constat et au vu des résultats sur les premières purifications, nous avons optimisé le protocole 

de purification des enzymes en amont. 

 

  I.3.b) Optimisation de la stabilité de l’activité enzymatique endo-D-

arabinase 

 Dans un premier temps, nous nous sommes penchés sur l’impact de la culture sur 

l’activité enzymatique. La courbe de croissance de M. smegmatis a été suivie pendant 72 h en 

mesurant l’absorbance à 600 nm toutes les deux heures avec une A600 de départ à 0,1. 

Au final, trois points de cinétique ont été retenus. Les cultures associées ont été centrifugées 

et les cellules lysées pour en extraire le lysat protéique total. Ces points ont été sélectionnés 

à différentes phases de la croissance cellulaire : 

- À t=4 h, l’A600 a été mesurée à 0,18 ce qui correspond à la phase de croissance dite de lag. 

Pendant cette période, les mycobactéries s’adaptent aux conditions de croissance et 

notamment au milieu dans lequel elles évoluent. Elles ne sont pas capables de se diviser 

pendant cette phase. 

- À t=16 h, l’absorbance a augmenté de manière significative en passant à 1,2. On est alors 

ici dans la phase exponentielle de la croissance. 

- À t=40 h, l’A600 a été mesurée à 3,6 et celle-ci n’a plus beaucoup évoluée dans les heures 

qui ont suivies. Cela signifie que les mycobactéries ne sont plus en capacité de se multiplier 

soit à cause d’un facteur limitant comme le manque d’un nutriment essentiel ou soit par la 

formation d’un produit inhibiteur. C’est ce qu’on appelle alors la phase stationnaire. 
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 Les trois lysats protéiques extraits à partir de cultures arrêtées à différentes phases de 

croissance ont été soumis à un test d’activité et ont donc été hydrolysées pendant 48 h avec 

l’AG puis analysées en HPAEC-PAD (Figure IV.5). Au préalable, un dosage protéique BCA 

(BiCinchoninic acid Assay) a été effectué sur chaque lysat de manière à se retrouver avec la 

même concentration protéique pour les trois hydrolyses. 

 

Figure IV.5. Chromatogrammes HPAEC-PAD suite à l’hydrolyse de lysats protéiques totaux de 

M. smegmatis provenant de cultures à différentes phases de croissance avec de l’AG total. Les 

lysats protéiques totaux ont été normalisés à la même concentration avant incubation avec l’AG 

total. 

 

 On remarque que l’activité endo-D-arabinase la plus importante est observée pour 

l’hydrolyse du lysat provenant de la culture avec l’A600 la plus élevée après normalisation de 

chacun des lysats à la même concentration. Cela signifie qu’il faut se situer en phase 

stationnaire pour avoir une activité arabinasique optimale. Cette expérience a été reproduite à 

deux autres reprises en donnant des résultats similaires.  Jusqu’alors, les cultures étaient 

stoppées en phase exponentielle en pensant que l’activité était plus importante au cours de 

cette phase de division des cellules et qu’un remodelage de la paroi cellulaire devait plutôt être 

crucial à ce moment. Les cultures ont donc pour la suite des manipulations été poussées 

jusqu’en phase stationnaire avant de procéder à la lyse cellulaire. 

 

 Dans un second temps, un détergent a été ajouté au lysat protéique car l’enzyme 

recherchée est très probablement associé à la paroi et possède peut être des régions 

hydrophobes qui la rendrait particulièrement sensible à l’aggrégation. L’utilisation d’un 
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détergent permet ainsi d’éviter cette contrainte et de garder une activité enzymatique lors de 

la purification. Concernant le choix du détergent, celui-ci s’est tourné vers la LDAO 

(Lauryldiméthylamine N-oxide) en première intention car le même détergent a été choisi et 

utilisé avec succès pour les purifications de l’exo-galactofuranohydrolase Rv3096.  

Afin de vérifier tout d’abord si ce détergent ne détériorait pas l’activité endo-D-arabinase, une 

hydrolyse de l’AG avec le lysat protéique a été lancée après ajout de 0,5% (p/v) de LDAO dans 

le lysat (Figure IV.6).   

 

Figure IV.6. Chromatogramme HPAEC-PAD suite à l’hydrolyse du lysat protéique total de M. 

smegmatis après ajout de 0,5% (p/v) du détergeant LDAO avec l’AG total. 

 

 L’activité est donc bien conservée après l’ajout du détergent LDAO. Ce dernier a donc 

été ajouté dans chaque lysat protéique avant d’entamer les étapes de purification. Avec 

l’optimisation de l’activité par la culture et l’ajout de ce détergent, les essais de purification de 

l’enzyme endo-D-arabinase ont ainsi pu reprendre. 

 

  I.3.c) Purification de l’activité endo-D-arabinase  

 Contrairement à ce qui avait été fait précédemment, la première étape de purification 

a consisté en une chromatographie d’exclusion stérique qui est généralement privilégiée en 

fin de purification protéique car il s’agit d’une chromatographie peu résolutive. Le principe 

repose sur la séparation des protéines en fonction de leur taille et de leur forme. Dans le cadre 

de l’étude, le fait de privilégier ce type de chromatographie en première intention permet de 

dégrossir le lysat protéique en conservant la totalité des protéines en fin d’analyse car il n’y a 

pas d’interaction avec la phase stationnaire. En d’autres termes, si la première étape de 
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purification du lysat s’avère infructueuse par cette technique, alors il est très peu probable de 

retrouver l’activité par un autre type de chromatographie. Le support qui a été choisi pour cette 

chromatographie est la colonne Sephacryl-S200 HR. Son domaine de fractionnement en 

protéines globulaires est compris entre 5 et 250 kDa ce qui couvre une gamme habituelle de 

protéines fonctionnelles. En amont de cette séparation, le lysat protéique de M. smegmatis 

supplémenté avec 0,5 % de LDAO a été concentré 5 fois par ultrafiltration sur membrane de 

10 kDa afin d’obtenir une concentration finale en lysat d’environ 10 mg/mL. A noter qu’entre-

temps, un appareillage Emulsiflex a été acquis au laboratoire pour la lyse des cellules et ce 

dernier a été utilisé en remplacement de la presse de French mais reste basé sur le même 

principe de lyse. 

 

 Cette première étape a donné de bons résultats sur le lysat protéique de M. smegmatis 

concentré comme en témoigne la Figure IV.7A où ont été reportés le chromatogramme issu 

de la gel-filtration et l’analyse des fractions collectées en HPAEC-PAD suite à leur hydrolyse 

avec de l’AG complet pur. On constate en corrélant les fractions ayant montré une activité 

arabinasique positive en HPAEC-PAD  avec le chromatogramme de la séparation des 

différentes protéines du lysat concentré que l’enzyme d’intérêt sort en milieu d’analyse ce qui 

indique que celle-ci doit probablement se situer entre 20 à 80 kDa en prenant une fourchette 

large. Une électrophèse SDS-PAGE (Sodium DodecylSulfate-PolyAcrylamide Gel 

Electrophoresis) avec une coloration au bleu de Coomassie a ensuite été réalisé sur plusieurs 

fractions (Figure IV.7B). La chromatographie d’exclusion sérique a donc permis une première 

séparation effective des différentes protéines du lysat total tout en conservant une activité 

arabinasique. 

Avant de passer à l’étape suivante, les fractions positives ont été rassemblées dans un volume 

final total de 30 mL. Enfin, un dosage BCA a montré que la concentration protéique de cette 

solution était d’environ 450 µg/mL, soit 13,5 mg de protéines dans la solution au total. 



259 
 

 

 

Figure IV.7. (A) Chromatogramme issu de la gel-filtration sur Sephacryl S200 HR du lysat protéique 

soluble total de M. smegmatis et chromatogrammes HPAEC-PAD des fractions associées suite à leur 

hydrolyse avec l’AG complet. (B) Electrophorèse SDS-PAGE avec coloration au bleu de Coomassie 

des fractions provenant de la gel-filtration. 

 

 La seconde étape de purification s’est voulu plus résolutive et la chromatographie 

échangeuse d’anions a été choisie ici non plus sur support DEAE SFF mais sur MonoQ GL 

5/50. La phase stationnaire de ce dernier est constituée de polymère de polystyrène et divinyle 

benzène offrant un échange d’anions fort. Les données qui ont résulté de cette seconde 

analyse sont résumées sur la Figure IV.8 selon la même disposition que les résultats qui ont 

été présentés pour la gel-filtration.  

A 

B 
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Figure IV8. (A) Chromatogramme issu de la chromatographie échangeuse d’anions sur MonoQ GL 

5/50 du lysat préalablement purifié par gel-filtration et chromatogrammes HPAEC-PAD des fractions 

associées suite à leur hydrolyse avec l’AG complet. (B) Electrophorèse SDS-PAGE avec coloration au 

bleu de Coomassie des fractions provenant de l’échange d’anions. 

 

 Suite à cette seconde étape chromatographique, une seule fraction s’est révélée 

contenir une activité endo-D-arabinase positive. A noter que sur le chromatogramme de 

l’échange d’anions de la Figure IV.8A, on remarque que l’enzyme recherché est éluée en début 

de gradient ce qui signifie que son point isoélectrique (pI) doit être relativement bas. Cette 

observation représente une information importante à prendre en compte pour la suite et 

notamment pour la sélection de protéines candidates. Sur l’électrophorèse SDS-PAGE de la 

Figure IV.8B, on s’aperçoit que peu de bandes sont visibles sur la fraction d’intérêt signifiant 

A 

B 
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alors que les deux phases de purification ont permis un bon isolement de l’enzyme recherché 

et son activité a bien été conservé sur deux étapes consécutives grâce aux optimisations 

préalables menées sur cette activité. Partant de ce constat, une étape supplémentaire ne nous 

a pas paru nécessaire au risque de perdre l’activité endo-D-arabinase. Plusieurs méthodes de 

caractérisation de la fraction positive ont alors été menées pour identifier les protéines 

présentes dans celle-ci dans le but de pouvoir isoler certains candidats potentiels. 

 

 I.4) Caractérisation des protéines après purification du lysat total 

 Deux méthodes ont été utilisées pour mener à bien cette caractérisation. La première 

concerne l’analyse par PMF (Peptide Mass Fingerprint ou empreinte peptidique massique) 

des différentes bandes du gel SDS-PAGE de la fraction retenue. Cette méthode consiste à 

digérer les différentes bandes du gel par la trypsine avant d’analyser les peptides obtenus par 

spectrométrie de masse pour obtenir la liste des masses des peptides trypsiques résultants. 

Ensuite, par comparaison avec les banques de données disponibles en ligne (ici NCBIprot et 

Swissprot via le serveur Mascot dédié spécifiquement à la recherche de protéines à partir de 

données acquises par spectrométrie de masse), il est possible de remonter à la (ou les) 

protéine(s) contenue(s) dans la bande du gel grâce aux différentes masses des séquences 

peptidiques de l’échantillon. 

Pour la seconde méthode, la fraction d’intérêt a été soumise à une analyse LC-MS afin 

d’identifier directement toutes les protéines comprises dans cette dernière. 

 

  I.4.a) Analyse par empreinte peptidique massique   

 Cette analyse a eu lieu directement après l’obtention de la fraction contenant l’activité 

arabinasique. Si l’on reprend la Figure IV.8A, on remarque que les deux fractions adjacentes 

(1D8 et 1D12) comportent également une faible activité et ont donc été soumises au même 

protocole PMF.  

Pour améliorer la probabilité d’identification en séparant mieux les différentes bandes du gel 

de ces trois fractions, un plus grand gel SDS-PAGE (18,5 x 20 cm) a été réalisé puis les 

bandes ont été découpées selon le marquage décrit sur la Figure IV.9. 27 bandes provenant 

des trois fractions ont au total été collectées puis soumises au protocole PMF. Les 27 listes 

de masse correspondant aux séquences peptidiques qui en ont découlées ont été confrontées 

aux banques de données à partir du serveur MASCOT. Seules deux banques ont été choisies 

pour cette étude, à savoir SwissProt et NCBI qui sont les banques les mieux annotées et en 

se limitant à la taxonomie du complexe de Mycobacterium tuberculosis qui était la seule 

disponible pour les mycobactéries.  
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Figure IV.9. Electrophorèse SDS-PAGE avec coloration au bleu de Coomassie réalisée sur un 

grand gel (18,5 x 20 cm) des trois fractions relevantes suite à la purification du lysat protéique 

soluble total de M. smegmatis. 

Les tirets noirs ajoutés correspondent aux bandes qui ont été découpées pour l’analyse PMF, soit 27 

bandes au total. 

 

 Certains critères doivent également être renseignés afin d’obtenir un résultat le plus 

affiné possible. Parmi ces paramètres, certains sont propres aux mycobactéries notamment 

au niveau des modifications (fixes et variables). Par exemple, la modification fixe 

carboxyméthyl sur les cystéines est généralement ajoutée ce qui signifie que tous les résidus 

de cystéine peuvent être considérés avec une masse de 161 Da (au lieu de 121). Pour ce qui 

est des modifications variables, plusieurs combinaisons ont été testées et notamment 

l’oxydation sur la méthionine ou encore la substitution par un groupement acétyl sur les résidus 

de lysine. Ensuite, d’autres paramètres sont pris en compte et sont d’une importance cruciale 

dans l’obtention des résultats, comme le nombre de clivages manqués par la trypsine autorisés 

mais aussi la tolérance massique entre les données expérimentales et théoriques. L’ensemble 

de ces critères a été reporté sur la Figure IV.10 ci-dessous par une capture d’écran de la page 

de recherche PMF provenant du serveur MASCOT. 
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Figure IV.10. Capture d’écran de la page de recherche PMF du serveur MASCOT 

(http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF). 

 

 En modulant ces critères, aucune protéine avec une activité s’apparentant à une 

glycosidase n’a pu être obtenue. De ce fait, une autre approche a alors été envisagée. Cette 

fois-ci, la totalité des protéines contenues dans la fraction d’intérêt a été analysée par LC-MS 

pour une identification avec une bien meilleure sensibilité. Ce travail a été mené par le Dr 

Jean-Michel Saliou de la plateforme P3M de l’institut Pasteur de Lille. 

 

  I.4.b) Caractérisation des protéines par LC-MS  

 Contrairement à l’approche par PMF, une seule des fractions adjacentes a été 

transmise à la plateforme ainsi qu’une fraction plus éloignée sans activité arabinasique ayant 

servi de témoin négatif. Les résultats qui en ont découlés nous ont été transmis sous forme de 

tableau Excel contenant de nombreuses informations où ont été répertoriées toutes les 

données des protéines retrouvés dans la fraction d’intérêt (Tableur Excel complet reporté en 

Annexe 1). 

On y retrouve les informations générales sur chaque protéine telles que son poids moléculaire, 

son activité, son numéro d’accession Uniprot ou encore ses mots-clés appartenant au 

dictionnaire Gene Ontology (GO) et ces derniers ont été divisés  en trois termes distincts : 

- Molecular component : ce terme fait référence à la localisation cellulaire de la protéine, qu’il 

s’agisse aussi bien du milieu intracellulaire qu’extracellulaire.  

http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF
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- Molecular function : ce terme GO caractérise les fonctions structurelles ou catalytiques 

réalisées par la protéine. 

- Molecular process : domaine des processus biologiques dans lesquels sont impliquées les 

protéines, par exemple si elles s’intègrent dans un processus métabolique, ou plutôt de 

transport… 

 

 Un système de score est aussi présent dans le tableur Excel fourni où le signal de 

chaque protéine de la fraction d’intérêt a été confronté à celui retrouvé dans les deux autres 

fractions analysées ayant servies de contrôle. On obtient un score de pertinence qui a pu être 

établi et les protéines ont été classées dans ce tableau en fonction de ce score.  Plus de 1000 

protéines ont ainsi été identifiées dans la fraction d’intérêt grâce à cette méthode. Cependant, 

un grand nombre d’entre elles ont été écartées à l’aide du score décrit ci-dessus car toutes les 

protéines avec un score < 3 ont été considérées comme non significatives pour la suite de 

l’étude. La liste a ainsi pu être réduite à 248 protéines à partir de laquelle il a fallu ensuite 

procéder à la sélection des protéines candidates à la fonction d’arabinase. 

 

  I.4.c) Sélection de protéines candidates à la fonction arabinase 

 Il est vite apparu qu’aucune des 248 protéines identifiées retenues n’était directement 

assimilable à une glycosidase que ce soit par ses annotations dans la banque 

UNIPROT/SwissProt ou par la nature des protéines homologues identifiées par BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool) dans la même banque. Ce résultat n’est pas surprenant, une 

première tentative d’identification du gène codant pour l’arabinase était basée sur la similitude 

avec des séquences de L-arabinase connues. Elle n’avait pas permis d’identifier le gène 

codant pour l’arabinase mais celui codant pour la galactosidase Rv3096. Pour revenir sur le 

BLAST, cet outil sert à trouver des régions de similarité locale entre les séquences. Le 

programme compare les séquences nucléotidiques ou protéiques aux bases de données de 

séquences et calcule la signification statistique des correspondances. Il peut être utilisé pour 

déduire des relations fonctionnelles et évolutives entre les séquences, ainsi que pour aider à 

identifier des membres de familles de gènes.   

 

 Tout d’abord, les séquences protéiques candidates ont été scannées grâce au serveur 

dbCAN avec les 508 profils HMM (Hidden Markov Model) correspondant à la banque CAZy 

(dbCAN HMMs 6.0 based on CAZyDB 07/20/2017) afin d’identifier une protéine dont la 

séquence primaire correspond à celle d’une glycosidase. Le serveur dbCAN apporte en effet 

des caractéristiques uniques comparé à la banque de données CAZy : 
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- Il fournit un domaine de signature explicitement défini pour chaque famille CAZyme ainsi que 

son emplacement dans toutes les protéines CAZyme relevantes et ce pour tous les génomes 

séquencés; 

- il propose aussi une classification par sous-famille basée sur les similitudes de séquence à 

partir des familles CAZyme dejà existantes; 

- enfin, toutes les données précalculées sont directement disponibles et comprennent les 

alignements de séquences, les HMM ou encore les phylogénies concernant les domaines de 

signature dans chaque famille et sous-famille CAZyme. 

Cette recherche a aussi été répétée avec le nouveau serveur dbCAN2.0. Malheureusement, 

aucune des séquences candidates ne présente de signature de glycosidases connues. 

 

C’est pourquoi il a fallu avoir recours à plusieurs outils bioinformatiques pour tenter de 

consolider un choix de séquences candidates : 

- prédiction de fonction via le serveur ESG (Extended Similarity Group). Ce serveur propose 

un classement strict des termes GO pour une séquence candidate donnée basé sur une 

recherche par PSI (Position-Specific Iterative)-BLAST, c’est-à-dire un BLAST comprenant une 

matrice de notation personnalisée et spécifique à la position ce qui peut aider à trouver des 

relations évolutives plus lointaines. A noter que seuls les termes GO Molecular function ont 

été pris en compte pour ce criblage; 

- modélisation par homologie à l’aide des serveurs Phyre2 et i-Tasser : des structures 3-D 

peuvent être proposées à partir des séquences candidates grâce à ces serveurs ainsi que les 

ligands potentiels qui y sont associés. Ont été retenues les séquences candidates pour 

lesquelles le ligand proposé était de nature glucidique; 

- analyse du mécanisme catalytique : recherche de similarités entre le mécanisme catalytique 

de la fonction proposée pour une séquence candidate et celui d’une glycosidase. 

 

 De là, cinq séquences candidates ont été retenues à partir de la liste de 248 protéines. 

Les critères ayant permis de les retenir sont présentées dans le Tableau IV.1. Un exemple de 

modélisation en 3D de l’une de ces protéine candidate (A0QQD7) a également été reporté sur 

la Figure IV.11 avec les ligands monosaccharidiques potentiels associés. 

 

 

 

 

 

 



266 
 

Tableau IV.1. Critères de sélection retenus pour le choix des 5 gènes à partir de la liste des 248 

protéines identifiées par LC-MS. 

 Critères de choix 

Protéine 
candidate 

Score 
annotations 
UNIPROT 

Similarité 
glycosidase 

CAZy/DbCAN 

Homologie 

(BLAST) 

Gene 
Ontology 

(ESG) 

Similarité du 
mécanisme 
catalytique 

Ligand 
potentiel de 

nature 
glycannique 

A0R1D1 1/5 - - + + + 

A0QQD7 1/5 - - + +/- + 

A0R4Q3 1/5 - - +/- + + 

A0R6L9 1/5 - - + + - 

I7FGR3 1/5 - +/- +/- +/- - 

  

 Ces filtres ont permis de sélectionner cinq protéines de M. smegmatis : A0R1D1, 

A0QQD7, A0R4Q3, A0R6L9 et I7FGR3. Aucune des séquences retenues ne peut être 

présentée comme une glycosidase. Pour A0R1D1, A0QQD7 et A0R4Q3, c’est la prédiction 

d’un ligand glycannique, des termes GO molecular function comme carbohydrate binding ainsi 

une activité catalytique présentant des analogies avec des glycosidases (nature des résidus 

impliqués, mécanisme, …) qui ont permis le choix. Pour A0R6L9, la prédiction ESG propose 

bien la rupture de liaisons glycosidiques mais par un mécanisme de transglycosylation 

généralement plutôt associée au catabolisme du peptidoglycanne. Enfin pour I7FGR3, ce sont 

de nouveau les termes GO qui ont abouti à ce choix avec une activité hydrolytique concernant 

des composés glycanniques. 

D’autres données ont également été prises en considération lors de la sélection de ces cinq 

candidats et se basent sur les résultats expérimentaux obtenus lors des étapes de purification. 

En effet, la gel-filtration nous a fourni des informations approximatives sur la taille de l’enzyme 

arabinase d’intérêt qui doit se situer entre 20 et 80 kDa. La chromatographie échangeuse 

d’anions nous a ensuite apporté des indications sur le pI de l’enzyme recherché et celui-ci doit 

être assez bas (environ 3 à 5) car l’enzyme sortait en début de gradient d’élution. 
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Figure IV.11. Modèle par homologie de la protéine A0QQD7 de M. smegmatis (serveur Phyre 2) 

montrant la liaison de trois ligands monosaccharidique potentiels (en rouge) : galactose (5 hits), 

fucose et glucose. 

 

 A l’issue de la sélection des cinq séquences candidates, il a été décidé d’exprimer les 

gènes correspondant dans E. coli pour tester leur capacité à hydrolyser l’AG de mycobactéries. 

Les cinq gènes synthétiques ont été commandés auprès de la firme GeneCust. Ils ont été 

directement clonés dans le vecteur d’expression pET-32a avec une étiquette polyhistidine pour 

faciliter leur purification. 

 

 I.5) Expression des protéines candidates à la fonction endo-D-arabinase et tests 

d’activité  

 Dans un premier temps, les 5 protéines recombinantes ont été produites en Auto 

Induction Medium AIM après transformation dans la bactérie compétente BL-21 d’E. coli. Par 

soucis de simplicité, chaque gène a été numéroté de 1 à 5 selon l’ordre suivant : I7FGR3 : 1 / 

A0R4Q3 : 2 / A0R1D1 : 3  / A0R6L9 : 4 / A0QQD7 : 5. Les masses moléculaires théoriques 

de chaque protéine sont alors les suivantes : 1 : 27 693 Da / 2 : 28 571 Da / 3 : 25 570 Da / 4 : 

33 521 Da / 5 : 31 818 Da. A chacune de ces masses, il faut rajouter celles des différents Tag 

contenus dans le vecteur d’expression pET-32a (Trx-Tag / S-Tag / Poly-His), à savoir 17 463 

Da. Toutes ces données ont été reportées dans le Tableau IV.2 et on y retrouve également 

les pI théoriques de chaque protéine. On remarque ainsi que leur masse moléculaire et leur 

pI théorique sont relativement proches et concordent avec les données expérimentales 

obtenues lors des deux étapes de purification du lysat protéique soluble total de M. smegmatis. 
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Tableau IV.2. Données complémentaires sur les cinq protéines candidates sélectionnées. 

 

 

 Une fois les échantillons préparés, un SDS-PAGE a été réalisé sur les protéines 

exprimées ainsi que sur les contrôles correspondants non induits. Aucune expression n’a 

cependant pu être observée pour les 5 protéines. D’autres essais d’induction d’expression ont 

alors été menés en utilisant les souches d’E. coli C41, C43 et Shuffle, destinées à l’expression 

de protéines ne donnant pas de résultats satisfaisants dans une souche classique comme les 

BL-21. En effet, la souche Shuffle facilite le repliement correct des protéines en favorisant la 

bonne formation des ponts disulfures. Les souches C41 et C43 quant à elles permettent la 

croissance à haute densité, et continuent de produire des protéines à un niveau élevé sans 

effet toxique. Un SDS-PAGE a alors été réalisé et les résultats obtenus sur la bactérie 

compétente C41 sont représentés sur la Figure IV.12. 

 

 

Figure IV.12. Electrophorèse SDS-PAGE avec coloration au bleu de Coomassie correspondant à 

l’expression des 5 protéines issues des gènes sélectionnés dans la bactérie compétente C41 

d’E. coli.  

Pour chaque induction (AIM), un contrôle non induit (NI) a été réalisé en parallèle. 1er gel ; Puit 1 : 

Témoin de masse moléculaire / Puits 2-4-6-8 : Protéines non induites, dans l’ordre I7FGR3, A0R4Q3, 

A0R1D1 et A0R6L9 / Puits : 3-5-7-9 : Protéines exprimées, dans l’ordre I7FGR3, A0R4Q3, A0R1D1 et 

A0R6L9. 2e gel ; Puit 1 : Témoin de masse moléculaire / Puit 2 : Protéine A0QQD7 non induite / Puit 3 : 

Protéine A0QQD7 exprimée. 

Nom de la protéine candidate
Numéro d'accession 

Uniprot 
MSMEG ou MSMEI

Masse 

moléculaire (Da)

Masse moléculaire 

avec les Tags (Da)
pI théorique 

3:Beta-phosphoglucomutase hydrolase I7FGR3 MSMEI_1570 28 946 46 409 4,9

Enoyl-CoA hydratase A0R4Q3 MSMEG_5915 28 573 46 036 5,42

Enoyl-CoA hydratase A0R1D1 MSMEG_4709 25 570 43 033 5,68

glutamine-binding periplasmic protein A0R6L9 MSMEG_6595 33 522 50 985 4,88

Aldose 1-epimerase A0QQD7 MSMEG_0717 31 818 49 281 4,65

45 kDa 46 kDa 43 kDa 

51 kDa 

49 kDa 
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        On remarque que l’expression a bien été effective pour les 5 protéines dans la bactérie 

C41. Au niveau des autres bactéries compétentes C43 et Shuffle, des résultats similaires ont 

été observés mais c’est finalement la bactérie C41 qui a été choisie pour la suite des 

manipulations. 

Les protéines ayant bien été exprimées, nous avons voulu savoir si celles-ci étaient 

présentes dans la phase soluble ou insoluble (synonyme de corps d’inclusion). Pour répondre 

à cette question, le reste des bactéries issues de l’auto-induction a été lysé par sonication. 

Puis, par centrifugation, les protéines solubles (surnageant) ont été séparées des protéines 

insolubles (culot). Avant de déposer chacune des phases sur gel SDS-PAGE, il a fallu se 

placer à concentration similaire entre ces deux phases. Pour ce faire, une partie des protéines 

de la phase soluble a été précipitée à l’ATCA (Acide Trichloroacétique). Les protéines 

insolubles ont quant à elles été solubilisées le tampon de Laemmli et une partie a été utilisée 

pour le dépôt sur gel. Les résultats de l’électrophorèse SDS-PAGE sont reportés sur la Figure 

IV.13. 

 

 

Figure IV.13. Electrophorèse SDS-PAGE avec coloration au bleu de Coomassie des phases 

solubles et insolubles de chaque protéine exprimée après lyse des bactéries au sonicateur.  

1er gel ; Puits 1-3-5-7 : Phase insoluble des protéines exprimées A0R6L9, A0R1D1, A0R4Q3 et I7FGR3, 

respectivement / Puits 2-4-6-8 : Phase soluble des protéines exprimées A0R6L9, A0R1D1, A0R4Q3 et 

I7FGR3, respectivement / Puit 9 : Témoin de masse moléculaire. 2e gel ; Puit 1 : Phase insoluble de la 

protéine A0QQD7 exprimée / Puit 2 : Phase soluble de la protéine A0QQD7 exprimée / Puit 3 : Témoin 

de masse moléculaire. 

 

         On observe que toutes les protéines exprimées ont été retrouvées dans la phase 

insoluble mais également dans la phase soluble. Le fait de retrouver ces protéines dans la 

phase soluble nous a permis de tester leur activité sur le substrat AG. Ici, de l’AG complet pur 

45 kDa 
46 kDa 

43 kDa 

51 kDa 49 kDa 
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a été utilisé pour l’hydrolyse, c’est-à-dire préalablement séparé des fragments incomplets d’AG 

par gel-filtration.  

Après hydrolyse entre la phase soluble de chaque lysat de protéines et l’AG pur, des analyses 

HPAEC-PAD ont été effectuées. Les chromatogrammes en résultant ont été reportés sur la 

Figure IV.14. 

 

Figure IV.14. Chromatogrammes HPAEC-PAD des cinq protéines candidates exprimées suite à 

leur hydrolyse avec de l’AG complet. 

 

Aucune activité arabinasique n’a hélas pu être constatée comme en témoigne les 

chromatogrammes issus des hydrolyses de l’AG et des protéines induites. Une concentration 

plus importante en protéines solubles a alors été préparée afin de relancer une hydrolyse avec 

l’AG complet pur. Cependant, les profils chromatographiques qui en ont découlés n’ont 

toujours pas fait apparaître d’activité arabinasique. 

 En détaillant les chromatogrammes de la Figure IV.14, on s’aperçoit de la présence 

d’un pic à 23 min que l’on ne retrouve principalement que sur les deux premiers 

chromatogrammes. En comparant ce pic avec un standard de Glucidex G19 (hydrolysat 

d’amidon), il s’avère que le signal correspond à la taille d’un trisaccharide. Des collectes ont 

alors été réalisées sur ce pic pour une analyse en spectrométrie de masse après 

perméthylation mais aucun signal d’intérêt n’a été observé.  

 

 Suite à ces résultats, une seconde tentative d’isolement de l’arabinase a été démarré 

en reprenant les mêmes deux premières étapes de chromatographie et en y ajoutant une 

troisième étape de gel-filtration pour simplifier la fraction finale qui a aussi analysée par LC-

MS pour en identifier les protéines présentes. Il a ainsi été possible de croiser les résultats 

Trisaccharide ? 
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obtenus avec ceux du premier isolement afin d’affiner au mieux la liste des protéines 

candidates. 

 

 I.6) Seconde campagne de purification de l’endo-D-arabinase chez M. smegmatis 

 Cette seconde campagne de purification a repris les mêmes étapes 

chromatographiques, à savoir une gel-filtration sur Sephacryl S200 suivie d’une 

chromatographie échangeuse d’anions sur MonoQ GL 5/50 à partir d’un nouveau lysat 

protéique concentré de M. smegmatis. Une troisième et dernière étape a ici été ajoutée pour 

réduire le nombre de protéines retrouvées en fin de purification du lysat total. En effet, plus de 

1000 protéines ont été identifiées dans la fraction d’intérêt au cours de la première campagne 

ce qui représente environ 1/6e de l’ensemble des protéines de M. smegmatis.  

 

 Plusieurs types de chromatographie ont été envisagés pour cette étape supplémentaire 

mais une seconde gel-filtration a finalement été choisie dans un premier temps pour éviter de 

perdre de nouveau l’activité arabinasique. Le support a cependant différé et s’est orienté vers 

une colonne Superdex 75 qui possède un domaine de fractionnement plus restreint entre 3 et 

70 kDa en protéines globulaires mais une résolution accrue comparée au support 

Sephacryl S200. Le tampon est resté identique à la première gel-filtration, c’est-à-dire un 

tampon phosphate à 20 mM pH 7,4.  

L’activité endo-D-arabinase a bien été conservée avec l’ajout de cette gel-filtration mais la 

séparation a été relativement peu effective comparée aux autres étapes chromatographiques. 

 

 A ce stade, les fractions positives collectées ont été scindées en deux. Une partie de 

ces fractions a été soumise à une nouvelle analyse LC-MS par le Dr. Jean-Michel Saliou de la 

plateforme P3M pour établir une comparaison directe avec le premier tableur issu de la 

campagne précédente. La seconde moitié des fractions a été utilisée afin de continuer les 

étapes de purification tout en maintenant l’activité arabinasique. Malheureusement, aucune 

méthode chromatographique n’a permis de conserver cette activité parmi les nombreuses à 

avoir été testées comme la chromatographie échangeuse de cations ou encore par une 

nouvelle étape de gel-filtration. Il semblerait donc que dans les conditions qui ont été 

élaborées, la purification ne puisse être poursuivie après les trois étapes décrites.  

Concernant l’analyse LC-MS, le même système de score a été appliqué et un nombre similaire 

de protéines a été gardé, soit environ 250 (Tableur Excel en Annexe 2). L’étape de gel-filtration 

sur Superdex 75 n’aurait donc pas eu l’effet escompté. Dans tous les cas, une comparaison 

entre les deux campagnes a pu être effectuée et de premier abord, la plupart des protéines 

ayant obtenues un score élevé lors de la première campagne ne sont cette fois-ci pas 

retrouvées en haut de tableau. Il a donc été difficile de faire corréler les deux tableaux pour 
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affiner la recherche de protéines candidates à la fonction arabinase. En reprenant le travail 

bioinformatique qui avait été mené pendant la première campagne et en l’appliquant à cette 

étude, seules une protéine a été retenue (MSMEG_5830) et une fois encore sans signature 

de glycosidase apparente. Pour augmenter les chances d’identifier l’arabinase, les 

orthologues chez M. smegmatis des 31 GH identifiées ou prédites de M. tuberculosis (voir 

Tableau III.2 de la partie introductive) ont été recherchées dans le tableau de la seconde 

campagne de purification. De plus, une recherche de signature de glycosidase chez M. 

smegmatis a été menée sur le serveur dbCAN permettant alors de faire ressortir des GH 

potentielles supplémentaires. Au total, sept GH potentielles ont pu être retrouvées, à savoir 

MSMEG_0740, MSMEG_1226, MSMEG_1452, MSMEG_5142, MSMEG_3787, 

MSMEI_3494, MSMEI_0489 et ont donc été sélectionnées. 

Toutes les protéines candidates ont été remises dans le Tableau IV.3 selon le modèle du 

Tableau IV.2 de la première purification du lysat protéique. Pour simplifier la notation, les 

protéines ont été annotées de 1 à 8 selon l’ordre du Tableau IV.3. 

 

Tableau IV.3. Données complémentaires sur les huit protéines candidates sélectionnées lors de 

la seconde campagne de purification. 

 

  

 Les huit gènes correspondants ont été commandés chez la firme GeneCust dans le 

même vecteur d’expression pet32a. Les huit protéines ont été exprimées dans la bactérie C41 

d’E. coli qui avait donné de bons résultats sur les premières protéines candidates. 

Contrairement à ce qui avait été observé précédemment, la majorité du contenu protéique était 

présent dans la phase insoluble mais une partie a tout de même été retrouvée dans la phase 

soluble pour chaque protéine exprimée. Des tests d’activité ont alors été lancés par hydrolyse 

avec l’AG complet puis analyse en HPAEC-PAD (Figure IV.15). Une fois de plus, aucune 

activité s’apparentant à une endo-D-arabinase n’a été observée. 

Nom de la protéine candidate
Numéro d'accession 

Uniprot 
MSMEG ou MSMEI

Masse 

moléculaire (Da)

Masse moléculaire 

avec les Tags (Da)
pI théorique 

Antigen Cfp29 A0R4H0 MSMEG_5830 28 730 46 193 4,72

Glycosyl hydrolase family protein 76 A0QQF8 MSMEG_0740 43 458 60 921 5,01

Sulfatase-modifying factor 1 A0QRT0 MSMEG_1226 31 710 49 173 5,22

Sulfatase-modifying factor 1 A0QSE6 MSMEG_1452 32 545 50 008 5,87

Beta-glucosidase A0R2K0 MSMEG_5142 52 435 69 898 5

D-aminoacylase A0QYU2 MSMEG_3787 57 296 74 759 5,13

Alpha amylase catalytic region I7G353 MSMEI_3494 48 149 65 612 5,45

6-phospho-béta-glucosidase I7F5U6 MSMEI_0489 49 735 67 198 4,98
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Figure IV.15. Chromatogrammes HPAEC-PAD des huit protéines candidates issues de la 

seconde campagne de purification exprimées suite à leur hydrolyse avec de l’AG complet. 

 

 En conclusion, les deux campagnes de purification qui ont été menées pour identifier 

une endo-D-arabinase chez M. smegmatis ne se sont pas montrées concluantes. En effet, si 

plusieurs étapes chromatographiques ont pu être effectuées à partir du lysat protéique soluble 

total extrait, un nombre important de protéines était toujours présent dans la fraction d’intérêt 

finale comme en a témoigné les résultats obtenus par LC-MS.  

Un travail de bioinformatique a alors permis d’isoler quelques protéines candidates à cette 

fonction d’arabinase mais sans signature glycosidasique directe. Les différentes candidates 

ont ensuite été exprimées dans la bactérie compétente C41 d’E. coli et la totalité d’entre elles 

ont été observées en phase soluble de manière plus ou moins importante. Toujours est-il que 

des tests d’activité ont été lancés avec de l’AG complet pur exempt de tout fragment pour une 

analyse en HPAEC-PAD. C’est d’ailleurs à partir de cette étape qu’il n’a pas été possible d’aller 

plus loin car l’activité endo-D-arabinase n’a pas été retrouvée et aucune action sur l’AG n’a 

même été constatée.  

La recherche de cette enzyme endo-D-arabinase n’aura donc pas été fructueuse mais aura 

permis d’avancer sur son identification qui s’est finalement avérée complexe. L’activité 

associée est très rapidement perdue ce qui met en avant le caractère labile de cette enzyme. 

De plus, il n’est pas acquis que l’arabinase soit comprise dans la liste des 31 GH qui ont été 

recensées chez M. tuberculosis et serait alors classée dans d’autres groupes d’enzymes de 

par sa structure et sa conformation inhabituelle. 

  

 Il est également important de souligner ici que lors de la recherche de séquences 

candidates à la fonction d’arabinase, il est apparu que la protéine A0QQD7 de la première 
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campagne est aussi une candidate à la fonction d’aldose 1-épimérase (galactose mutarotase). 

Elle est annotée comme telle dans Uniprot, bien qu’il s’agisse d’une annotation prédictive du 

plus faible score. La modélisation par homologie avec les serveurs Phyre 2 et i-Tasser montre 

que les patrons retenus sont aussi des aldose 1-épimérases, et la recherche de ligands 

potentiels propose le galactose en première position (revoir Figure IV.11). Comme il a été 

mentionné dans la partie introductive, la galactose mutarotase s’intègre très bien dans le sujet 

car son activité participe au métabolisme du galactose puisqu’elle fait partie de la voie de Leloir 

et donc indirectement à la biosynthèse de la chaîne galactane de l’AG. 

Cette enzyme a donc été étudiée plus en détail dans le but de prouver que son activité est 

bien associée à celle d’une galactose mutarotase et les résultats qui en ont découlés vont être 

présentés dans la partie qui suit. 

 

II) Identification d’une galactose mutarotase chez M. smegmatis 
 

 II.1) Purification de l’enzyme A0QQD7 et mise en place de la caractérisation de 

son activité 

 La démonstration de l’activité mutarotase n’est pas des plus aisées car il s’agit de 

montrer un déplacement d’équilibre entre les formes α et β du galactose. Tout d’abord, 

A0QQD7 a été produite en plus grande quantité pour réaliser sa purification par 

chromatographie d’affinité IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography).  

Les résultats de cette purification sur A0QQD7 ont été reportés sur la Figure IV.16 où l’on 

s’aperçoit de la présence d’un pic important au niveau de l’élution. Pour vérifier qu’il s’agissait 

bien de l’enzyme d’intérêt, une électrophorèse SDS-PAGE a été effectuée et une bande est 

bien apparue aux alentours des 50 kDa ce qui corrèle bien avec la masse moléculaire de 

A0QQD7 avec les différentes étiquettes.  

Enfin, un dosage BCA a été réalisé sur l’enzyme purifiée et une concentration d’environ 800 

µg/mL a été calculée (pour un volume finale de 5 mL, soit 4 mg de protéine purifiée). 
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Figure IV.16. Purification de l’enzyme A0QQD7 par chromatographie d’affinité IMAC sur support 

HisTrap se basant sur le piégeage du Tag histidine. 

En gris est représenté le gradient de concentration du tampon B à forte concentration en imidazole. 

 

 Suite à cette purification, l’enzyme A0QQD7 a alors été soumise à plusieurs 

expériences avec son substrat D-Gal afin de confirmer son activité mutarotase par un 

déplacement d’équilibre α/β. Depuis plusieurs années, la RMN s’est avérée très intéressante 

pour mettre en avant ce type d’activité par une technique dite de différence de transfert de 

saturation (STD pour Saturation Transfer Difference). Dans son utilisation la plus commune, 

la RMN-STD permet en effet de caractériser l’interaction d’un ligand (ici le D-Gal) avec une 

protéine (Figure IV.17A).  

De plus, il est également possible dans le cas des monosaccharides de réaliser des analyses 

de différence de saturation (SD pour Saturation Difference) toujours par RMN en venant cette 

fois-ci saturer le signal du proton anomérique du monosaccharide dans une conformation 

particulière et de visualiser spécifiquement la mutarotation suite à l’action de l’enzyme (Figure 

IV.17B).  

 

Figure IV.17. Méthodes RMN employées pour la caractérisation de l’activité mutarotase. 

(A) Principe de la méthode RMN-STD dans laquelle la protéine est irradiée ce qui engendre un transfert 

de saturation vers le sucre impliqué dans l’interaction protéine/sucre. (B) Principe de la technique RMN-

SD spécifique des monosaccharides où le signal du proton anomérique est saturé au préalable avant 

ajout de l’enzyme pour visualiser la mutarotation [491]. 
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 Pour la caractérisation de l’activité mutarotase de A0QQD7, seule la RMN-SD a été 

utilisée en se basant sur une publication de Ryu K. et al. paru en 2004 [491]. Dans cet article, 

trois enzymes d’E. coli ont été étudiées (RbsD, FucU et YiiL) et ils ont montré que deux d’entre 

elles (FucU et YiiL) étaient impliquées dans la catalyse de la conversion anomérique de leur 

monosaccharide respectif (fucose et rhamnose) et que la troisième RbsD catalysait la 

conversion de la forme furanique du ribose en forme pyranique par RMN-SD. En effet, il est 

possible grâce à cette méthode de mettre en avant une activité mutarotase mais aussi une 

éventuelle activité pyranase comme cela a été le cas pour RbsD, c’est-à-dire une enzyme 

catalysant l’interconversion entre les cycles pyraniques et furaniques.  

Pour bien comprendre le principe de la technique, des spectres RMN-SD issus de l’article ont 

été reportés sur la Figure IV.18 ci-dessous.  

 

Figure IV.18. Spectres RMN-SD du fucose (A), du rhamnose (B) et du ribose (C) en présence ou 

non de leur enzyme respective FucU, YiiL et RbsD d’E. coli pour mettre en évidence l’activité 

mutarotase et/ou pyranase. 

L’astérisque représente le signal qui a été saturé correspondant à un isomère du monosaccharide. Ces 

figures ont été reprises directement de l’article de Ryu et al. de 2004 [491]. 

 

En prenant tout d’abord la Figure IV.18A correspondant au spectre RMN-SD du fucose, on 

s’aperçoit que lorsque le signal de la forme β-Fucp est saturé (bleu), il n’y a pas de 

déplacement d’équilibre vers la forme α. En revanche, lorsque l’enzyme FucU est ajouté 

(orange), un signal important d’α-Fucp apparaît ce qui montre sans équivoque l’activité 

mutarotase de FucU sur son substrat fucose. Le même constat est également observé pour 

l’enzyme YiiL avec le rhamnose (Figure IV.18B). 

Concernant les spectres RMN-SD du ribose de la Figure IV.18C sans enzyme, on remarque 

qu’en saturant la forme α-Ribf ou β-Ribf (bleu), un déplacement d’équilibre α/β naturel s’opère. 

Par contre, en présence de l’enzyme RbsD d’E. coli, cet équilibre est déstabilisé pour s’orienter 
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majoritairement vers la forme β-Ribp. Cela signifie donc que RbsD déplace l’équilibre de la 

forme furane vers la forme pyrane et qu’elle comporte ainsi une activité pyranase. 

 

 Pour revenir maintenant à notre étude sur A0QQD7, divers analyses ont été réalisées 

en appliquant cette technique RMN-SD afin de mettre en avant son activité mutarotase (voire 

pyranase). 

 

 II.2) Analyses RMN par différence de saturation  

 Pour commencer, une nouvelle purification de l’enzyme A0QQD7 a été effectuée afin 

de mettre en place les analyses RMN-SD. Une concentration plus importante que lors de la 

première purification a été obtenue par dosage BCA avec 1,3 mg d’enzyme pour 4 mL de 

volume soit environ 5 mg de A0QQD7 purifiée au total.  

Cependant, le volume étant trop important pour des analyses RMN-SD, un essai de 

concentration sur 200 µL de l’enzyme purifiée a été effectué par ultrafiltration sur membrane 

de 30 kDa. Une fois celle-ci concentrée deux fois (100 µL), un nouveau dosage BCA a montré 

une perte de 22 % de la concentration ce qui correspond à ce que l’on retrouve habituellement 

lors d’une concentration protéique. L’ensemble de l’échantillon a donc été concentré sur la 

même membrane d’ultrafiltration. 

A0QQD7 concentrée (environ 700 µL de volume final) a été soumise à un échange de tampon 

plus adapté à la RMN et qui s’est composé de 150 mM de NaCl et 20 mM de tampon 

phosphate à pH 7,4 non plus dans l’eau mais dans le D2O. Cet échange a été mis en œuvre 

sur une colonne Zeba qui permet le dessalage ainsi que l’échange de tampon sans risque de 

perte d’activité. Cette méthode a de ce fait permis d’éviter la lyophilisation qui aurait pu 

engendrer une perte de l’activité enzymatique comme cela a été constaté pour la 

galactofuranohydrolase Rv3096.  

Une fois préparée, l’enzyme échangée dans le D2O ainsi que du D-Gal échangé lui aussi dans 

le D2O ont été remis au Dr. François-Xavier Cantrelle de l’équipe NMR and Molecular 

Interactions de l’UGSF qui s’est chargé des différentes analyses RMN-SD. Ces analyses ont 

été réalisées par RMN 600MHz à l’Institut Pasteur de Lille selon deux types d’analyse en 2D 

NOESY (Nuclear Overhauser SpectroscopY) puis en 1D 1H par RMN-SD. 

Tout d’abord, il convient de rappeler que le D-Gal est présent sous quatre isomères en 

solution. Si les proportions de chacun de ces isomères est variable selon la température et le 

milieu, la forme majoritaire reste le β-D-Galp à environ 65%. On retrouve ensuite 

principalement l’α-D-Galp qui représente environ 30% des quatre isomères. Les 5% restants 

se composent des deux formes furaniques β-D-Galf et α-D-Galf avec une proportion plus 

importante de la forme β. Il y a donc un équilibre naturel qui s’opère en solution mais certaines 
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enzymes comme la galactose mutarotase sont capables de modifier cet équilibre en favorisant 

une forme en particulier.  

 

 Dans un premier temps, un spectre NOESY qui permet de décrire une interaction à 

travers l’espace et non pas à travers des liaisons chimiques comme le couplage scalaire a été 

acquis. Ce spectre a été représenté sur la Figure IV.19 où l’on y retrouve tout d’abord les 

signaux des quatre isomères avec le signal majoritaire aux alentours des 4,6 ppm 

correspondant à la forme β-D-Galp. Les trois autres formes sont plus déblindées et sont plutôt 

comprises entre 5,1 et 5,3 ppm. 

Lorsque l’enzyme A0QQD7 est ajouté, on observe l’apparition d’un signal nommé exchange 

cross peak qui montre de manière simple et claire un déplacement d’équilibre α/β par l’enzyme 

A0QQD7 car cette interaction entre l’α-D-Galp et le β-D-Galp n’apparaît que lorsque l’enzyme 

est présente dans l’échantillon. Ce signal démontre ainsi clairement que A0QQD7 possède 

une activité mutarotase. 

 

Figure IV.19. Spectre RMN 2D NOESY du D-galactose seul (en rouge) et du D-galactose en 

présence de l’enzyme A0QQD7 (en bleu). 

L’apparition de l’exchange cross peak en présence de l’enzyme qui traduit l’interaction entre l’α-Galp et 

le β-Galp montre que A0QQD7 possède bien une activité mutarotase. 

 

 Pour confirmer ce résultat et pour montrer une potentielle activité pyranase, des 

spectres RMN 1D 1H ont ensuite été acquis en utilisant la RMN-SD décrite précédemment. 

Les différents spectres obtenus ont été représentés sur la Figure IV.20 et ont volontairement 

été zoomés au niveau des signaux des protons anomères qui sont ceux qui nous intéressent 

ici.  
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Pour donner un exemple, sur la Figure IV.20C, on voit qu’en saturant le signal de la forme       

β-D-Galp, la forme α-D-Galp n’est pas visualisée sur le spectre (en rouge). En revanche, 

lorsque l’enzyme est ajoutée, un signal apparaît au niveau de la forme α au détriment de la 

forme β (en bleu) qui est de ce fait moins intense comparé au signal issu du spectre du substrat 

sans enzyme. A l’inverse, quand le signal α-D-Galp est saturé, la forme β-D-Galp est promue 

(Figure IV.20D). 

Pour la Figure IV.20A et IV.20B, ce sont les signaux des formes furane qui sont saturés et l’on 

peut constater que la saturation est directement déplacée vers la forme pyrane plus stable 

avant d’observer le déplacement d’équilibre β vers α ou inversement. Néanmoins, l’isomérie 

pyrane-furane est indépendante de la présence de A0QQD7. 

Grâce à ces expériences de RMN-SD, on a donc maintenant une preuve irréfutable de l’action 

de A0QQD7 sur le substrat D-Gal en tant que galactose mutarotase. En revanche, l’enzyme 

ne semble pas posséder d’activité pyranase ce qui n’est cependant pas surprenant d’une part 

car seulement 30 à 40 % des épimérases possèdent une activité pyranase et d’autre part 

parce que dans la voie métabolique du galactose, une autre épimérase agit plus tard et celle-

ci comporte une activité pyranase confirmée. Il s’agit de l’enzyme UDP-galactose 4-épimérase 

(GalE) déjà décrite qui entre d’ailleurs également dans la voie de Leloir et qui a été mentionné 

dans la partie introductive (Figure III.6). 

 

 L’activité mutarotase de A0QQD7 ayant été confirmée, la suite de l’étude s’est alors 

portée sur la galactokinase GalK toujours dans la même espèce M. smegmatis. Il s’agit en 

effet de l’enzyme qui intervient juste après la galactose mutarotase dans la voie de Leloir et 

qui permet la formation du Gal-1-P. GalK étant déjà bien caractérisée, l’objectif était de 

visualiser l’accélération de la conversion du Gal en Gal-1-P sous l’effet des deux enzymes 

A0QQD7 et GalK. En effet, A0QQD7 favorise le déplacement d’équilibre du β-galp vers la 

forme α dans le cas présent qui est le substrat utilisé par GalK. Cela permettra également de 

mettre en avant de manière plus concrète l’activité de A0QQD7 qui est l’enzyme qui nous 

intéresse particulièrement dans l’étude. 

Le gène associé à l’enzyme GalK a alors dans un premier été commandé auprès de la firme 

GeneCust selon les mêmes critères que pour les précédentes enzymes afin de réaliser son 

expression ainsi que sa purification. Avant de passer à la mise en œuvre du système à double 

enzyme, l’activité de GalK a d’abord été vérifiée et les résultats obtenus vont être exposés 

dans la partie suivante.     
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 II.3) Purification et test d’activité de l’enzyme GalK de M. smegmatis  

 L’expression de GalK a été effectuée dans la bactérie compétente C41 d’E. coli comme 

pour les autres enzymes. Elle a été purifiée par chromatographie d’affinité IMAC car une 

étiquette poly-histidine était également comprise dans le vecteur d’expression de GalK. La 

protéine purifiée a alors été concentrée quatre fois par ultrafiltration pour obtenir un volume 

final de 1 mL. Le dosage BCA a révélé une concentration de l’ordre de 570 µg/mL.  

Avec cette concentration, des analyses étaient envisageables par RMN 31P pour visualiser la 

formation du Gal-1-P mais des analyses en HPAEC-PAD ont finalement été privilégiées en 

premier lieu pour avoir un test plus rapide. Pour ce faire, des standards de D-Gal et d’α-Gal-

1-P ont été analysés en HPAEC-PAD sur colonne PA-1 pour définir les temps de rétention de 

ces deux monosaccharides. Avec ce support, l’α-Gal-1-P n’était pas visualisable donc le 

support a été changé pour une PA-200 avec une élution isocratique à 70 mM d’acétate de 

sodium en plus des 100 mM de NaOH habituels. Ces conditions ont été nécessaires pour 

observer une bonne séparation des deux monosaccharides (Figure IV.21). 

Le  D-Gal est observé aux alentours des 5 min et l’α-Gal-1-P est élué quant à lui un peu plus 

tard vers 10 min. Il est à noter ici que la concentration injectée pour l’α-Gal-1-P a été de 25 

µg/mL mais de moins de 1 µg/mL pour le D-Gal indiquant un facteur de réponse très faible 

pour l’α-Gal-1-P comparé au D-Gal par cette méthode. 

 

Figure IV.21. Chromatogramme HPAEC-PAD des standards D-Gal et α-D-Gal-1-P. 

 

 La méthode ayant été mise au point avec ces deux standards, la réaction du D-Gal 

avec l’enzyme GalK purifiée a alors été réalisée en se basant sur plusieurs publications et 

notamment une parue en 1977 par Schell MA. et al. qui traite de la purification et des propriétés 

de la galactokinase homologue chez S. cerevisiae [492]. Les conditions décrites dans cette 
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dernière reposent notamment sur l’utilisation d’un tampon HEPES à 50 mM et à pH 7,5 ainsi 

que différents réactifs tels que l’ATP, le MgCl2 ou encore le DTT. La réaction a été réalisée 

dans un premier temps sur 1 h puis sur 24 h mais n’a pas permis d’observer l’apparition du 

Gal-1-P en HPAEC-PAD.  

 

 Pour vérifier que l’enzyme GalK recombinante purifiée était bien active, une chaîne 

réactionnelle a alors été mise en place pour un suivi de la dégradation du NADH en UV à 340 

nm. Pour ce faire, la même réaction que celle réalisée précédemment a été reproduite ici mais 

dans un tampon HEPES 20 mM à pH 8. L’ADP alors formé a ensuite été engagé dans une 

seconde réaction mettant en jeu du phosphénolpyruvate et la pyruvate kinase. Du pyruvate a 

ainsi été produit et ce dernier a été soumis à une dernière réaction enzymatique avec le NADH 

et la lactate déhydrogénase pour générer du NAD et de l’acide lactique. C’est d’ailleurs 

l’oxydation de ce NADH qui a été quantifiée et mesurée à 340 nm sur un lecteur de 

microplaques. Pour mieux visualiser cette cascade réactionnelle, un schéma des différentes 

réactions mises en jeu a été représenté sur la Figure IV.22. 

 

Figure IV.22. Schéma de la cascade réactionnelle réalisée à partir du substrat α-D-Galp pour 

visualiser l’activité de GalK par mesure d’absorbance à 340 nm de la disparition du NADH lors 

de la dernière réaction. 
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 La cinétique a été réalisée en triplicata sur 30 min avec une mesure d’absorbance 

toutes les minutes. Les courbes découlant de cette cinétique ont été représentées sur la Figure 

IV.23 pour l’enzyme GalK ainsi que la courbe contrôle issu de l’analyse réalisée sans enzyme. 

On observe sans ambiguïté une baisse significative de l’absorbance lorsque l’enzyme GalK 

est ajouté dans l’échantillon par rapport à la courbe contrôle où l’absorbance reste relativement 

identique tout au long de la cinétique. Cela signifie donc que l’enzyme GalK qui a été purifiée 

est bien active et que l’absence de Gal-1-P qui a été observée en HPAEC-PAD après action 

de cette galactokinase sur le D-Gal ne provient ainsi pas d’une perte d’activité de l’enzyme. Il 

est alors possible que la sensibilité de cette réaction soit trop faible pour que l’on puisse 

visualiser l’apparition du Gal-1-P en HPAEC-PAD.  

 

Figure IV.23. Cinétiques d’oxydation du NADH issue de la cascade réactionnelle impliquant les 

deux enzymes pyruvate kinase et lactate déhydrogénase en présence ou non de l’enzyme GalK 

par mesure de l’absorbance à 340 nm. 

Les données qui ont été reportées correspondent à la valeur moyenne des triplicats. 

 

 Les activités des deux enzymes galactose mutarotase (A0QQD7) et galactokinase 

(GalK) de M. smegmatis ont donc bien été visualisées par RMN-SD et par cinétique 

d’oxydation du NADH respectivement. Il faudra ainsi par la suite mettre en place une méthode 

impliquant ces deux enzymes afin de visualiser l’accélération de la formation du Gal-1-P. Pour 

ce faire, la technique qui a été choisie ci-dessus pour l’observation de l’activité GalK pourra 

être réutilisée en y incluant directement A0QQD7. Il conviendra cependant d’optimiser les 

conditions réactionnelles pour observer au mieux la différence de cinétique avec ou sans la 
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galactose mutarotase même si l’avantage ici est que les deux enzymes A0QQD7 et GalK 

possèdent une activité optimale à un pH relativement proche aux alentours de 7,5-8.  

Si cette expérience est positive, alors nous aurons démontré l’activité de la galactose  

mutarotase A0QQD7 dans son contexte d’implication correspondant à la voie de Leloir chez 

M. smegmatis. En effet, le Gal-1-P formé est ensuite pris en charge par l’action successive 

d’une galactose-1-phosphate uridylyltransférase (GalT) et d’une UDP-Galp mutase (glf)  déjà 

bien caractérisées pour reformer de l’UDP-D-Galf nécessaire à la biosynthèse des chaînes 

galactane de l’AG (se référer à la Figure III.7 de la partie introductive).  

 

 Pour clore ce chapitre, une dernière partie va traiter de la découverte d’une autre 

enzyme impliquée dans le catabolisme de l’AG mycobactérien. Celle-ci a été identifiée lors 

d’une étude réalisée en parallèle à celle de la recherche de l’endo-D-arabinase lorsque de 

l’AG de M. bovis BCG a été purifié puis envoyé au CERMAV de Grenoble dans l’équipe du Dr. 

William Helbert. En effet, leur laboratoire disposait d’un crible de plus de 1000 enzymes et il 

semblait intéressant de voir si certaines d’entre elles pouvaient agir sur l’AG afin de tenter de 

trouver des protéines homologues chez les mycobactéries. Ce dernier a donc servi de substrat 

pour identifier une ou plusieurs enzymes capables de le dégrader. Le but principal était ici de 

mettre en évidence une enzyme possédant une activité endo-D-arabinase. C’est ainsi qu’une 

des enzymes utilisées provenant de Prevotella brevis a montré une activité positive sur l’AG. 

Le plasmide codant l’enzyme en question a été envoyé à notre laboratoire pour permettre sa 

production et sa purification et ainsi poursuivre la caractérisation de l’activité enzymatique via 

l’analyse structurale des produits formés. 

 

III) Etude d’une enzyme de Prevotella brevis impliquée dans le catabolisme de 

l’arabinogalactane mycobactérien 

 

 III.1) Purification et premiers tests d’activité sur l’enzyme  

L’enzyme de P. brevis a tout d’abord été exprimée dans les bactéries compétentes BL-

21 en milieu AIM. Le culot bactérien a ensuite été soumis à une lyse par presse de French afin 

de séparer les protéines solubles des insolubles. Une électrophorèse SDS-PAGE  a alors été 

réalisée sur les deux phases (Figure IV.24) et on remarque que cette enzyme est bien présente 

dans la phase soluble. Sa purification a été réalisée par chromatographie IMAC. La 

concentration finale après purification s’est avérée être de 4,5 mg/mL (volume totale = 5 mL) 

par dosage BCA. 
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Figure IV.24. Electrophorèse SDS-PAGE avec coloration au bleu de Coomassie des phases 

solubles et insolubles de l’enzyme d’intérêt de P. brevis après lyse des bactéries. 

 

Une fois produite, l’enzyme de P. brevis a été incubée avec le substrat AG complet et 

les produits issus de l’hydrolyse ont ensuite été analysés en HPAEC-PAD comme ce qui est 

réalisé habituellement (Figure IV.25). 

  
Figure IV.25. Analyse HPAEC-PAD suite à l’hydrolyse de l’enzyme de P. brevis purifiée avec de 

l’AG complet. 

 

 Le chromatogramme de la Figure IV.27 confirme donc bien les résultats préliminaires 

qui avaient été obtenus avec l’enzyme, à savoir une coupure de l’AG générant des fragments 

de petite et de grande taille.  

AG complet 

Gros fragments issus de l’hydrolyse 

Petits fragments issus de l’hydrolyse (Ara4-8) 
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Suite à ces premiers résultats concluants, une étude structurale complète de ces petits et gros 

fragments issus de l’hydrolyse a été menée dans le but de déterminer le mode d’action de 

l’enzyme sur l’AG mycobactérien.  

 

 III.2) Analyses structurales des fragments issus de l’hydrolyse 

  III.2.a) Séparation des produits de dégradation formés   

 Dans un premier temps, les différents produits résultants de l’hydrolyse ont été 

séparés. Pour ce faire, une préparation plus importante a été réalisée en partant de 10 mg 

d’AG et 2 mg d’enzyme purifiée. Ici, de l’AG total de M. smegmatis a été privilégié car les 

quantités nécessaires étaient trop importantes.  

Après des essais à différents temps d’incubation, il est apparu que la durée optimale se situait 

aux alentours des 48 h et que l’AG n’était plus dégradé au-delà.  

 

 Après 48 h d’incubation, l’échantillon a alors été soumis à une gel-filtration sur support 

Bio-Gel P10 (BioRad, Hercules, California, USA) équilibrée à basse pression par 0,1 % acide 

formique dans l’eau afin de séparer les différents constituants provenant de l’hydrolyse. Les 

différentes fractions ont été analysées par HPAEC-PAD (Figure IV.26). Cette chromatographie 

a permis de séparer les produits de l’hydrolyse en 4 fractions : 

- Fraction 1 (F1) : petits fragments (structures inconnues). 

- Fraction 2 (F2) : fragments incomplets d’AG provenant de l’AG total de M. smegmatis. 

- Fraction 3 (F3) : gros fragments (structures inconnues). 

- Fraction 4 (F4) : AG complet. 

 

 

Figure IV.26. Chromatogrammes HPAEC-PAD correspondants aux 4 fractions isolées après gel-

filtration sur support P10 de l’échantillon issu de l’hydrolyse AG total M. smegmatis et enzyme 

purifiée de P. brevis. 
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 Seules les fractions F1 et F3 ont été soumises à des analyses structurales 

approfondies car F2 ne provient vraisemblablement pas de l’hydrolyse mais de l’AG total de 

M. smegmatis et la fraction F4 observée à 80 min correspond à celle de l’AG complet comme 

cela a déjà été constaté sur les précédents chromatogrammes. 

 

  III.2.b) Analyses par spectrométrie de masse et RMN 

 Les fractions F1 et F3 ont tout d’abord été analysées en MS et MS/MS après 

perméthylation. Les spectres MS et MS/MS de F1 ont été acquis sur MALDI Q-IT TOF (Figure 

IV.27). Le spectre MS de F3 en revanche a été acquis sur MALDI-TOF/TOF (Figure IV.28) et 

l’analyse MS/MS n’a pas pu être effectuée à cause de la trop faible intensité obtenue en MS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



288 
 

 
 

 
Figure IV.27. Spectre MALDI-QIT MS de la fraction F1 (A). Spectres MS/MS du pic à 477 m/z (B) et du 

pic à 681 m/z (C) provenant de la MS de la fraction F1. 

 

Ces spectres nous ont appris que les petits fragments libérés lors de l’hydrolyse de 

l’AG avec l’enzyme purifiée de P. brevis sont en fait composés de petits DP (Degré de 

Polymérisation) d’hexose. On y retrouve de l’Hex2 et Hex3. L’enzyme aurait donc une activité 

endoglycosidasique au vu des fragments observés car on ne retrouve pas de monosaccharide. 

A 

B 

C 
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Pur valider cette hypothèse, il faut par contre que l’hexose retrouvé corresponde bien à du 

Gal. 

 
Figure IV.28. Spectre de masse de la fraction F3 acquis en MALDI-TOF/TOF. 

  

Le spectre de la fraction F3 comprend deux régions. Une première correspondant à de 

l’arabinane et composée de différents DP s’étalant de Ara13 à Ara22 puis une seconde région 

comprenant également de l’arabinane mais lié à un ou deux résidus de galactose.  

Ces résultats corrèlent avec ce qui avait été proposé pour la fraction F1. L’enzyme aurait donc 

bien une activité endo-galactofuranohydrolase. On a en effet d’un côté les petits DP de Gal où 

l’arabinane est absent et d’un autre les gros fragments correspondant aux longues chaînes 

d’arabinane libres et celles rattachées aux Gal2 hydrolysés. 

 

 En parallèle, des analyses RMN 400 MHz après échange dans le D2O ont été réalisées 

sur les fractions F1 et F3 natives. Des spectres 2D 1H-13C HSQC (Heteronuclear Single 

Quantum Correlation) permettant de visualiser les corrélations hétéronucléaires et ainsi 

d’associer un carbone protoné aux hydrogènes qu’il porte (couplages 1JC,H) a été effectué sur 

F1. Les spectres en découlant ont permis de confirmer en premier lieu que l’Hex retrouvé en 

spectrométrie de masse correspond bien à du Gal et ont mis en avant la présence quasi 

exclusive de Gal2 présentant une structure β-Galf-(1→6)-αβ-Galp (Figure IV.29).  
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Figure IV.29. Spectre RMN 2D 1H/13C HSQC de la fraction F1 suite à l’hydrolyse de l’AG avec 

l’enzyme d’intérêt de P. brevis.  

 

 Des spectres 2D 1H, 1H-13C HSQC ainsi que des 1H-1H COSY90 ont également été 

acquis pour la fraction F3 (AG après hydrolyse) et ont été confrontés à ceux de l’AG avant 

hydrolyse (AG total seul) (Figure IV.30). Les expériences COSY90 permettent de mettre en 

avant les corrélations homonucléaires entre deux protons vicinaux (couplages nJH-H avec n≤3). 

 

A 
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Figure IV.30. Spectres RMN 1D 1H (A), 2D 1H-13C HSQC (B) et 2D 1H-1H COSY90 (C) de l’AG seul 

avant hydrolyse et de l’AG après hydrolyse avec l’enzyme purifiée de P. brevis (fraction F3).  

 

 On observe sur tous ces spectres RMN une disparition quasi complète du galactose 

après hydrolyse de l’AG par l’enzyme d’intérêt. Seules quelques traces subsistent et sont de 

l’ordre de 1 résidu de Gal pour 30 résidus d’Ara. Ces résultats rejoignent ceux obtenus en MS 

et permettent d’affirmer l’hypothèse de l’activité endo-galactofuranohydrolase de l’enzyme. 

  

B 

C 
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  III.2.c) Analyses de composition et de liaison 

 L’activité ayant maintenant été établi, il a fallu déterminer le type de liaison sur lequel 

l’enzyme vient couper la chaîne galactane, à savoir si c’est la liaison β-(1→5) ou la liaison        

β-(1→6) qui est impliquée car ce sont les deux seules types de liaisons retrouvés dans la 

chaîne galactane de l’AG mycobactérien. 

Pour ce faire, des analyses GC-MS ont tout d’abord été réalisées à partir de F1 et F3 natives 

après dérivation selon deux protocoles :  

- un premier permettant une analyse de composition des monosaccharides présents dans 

l’échantillon. Ce protocole consiste en une méthanolyse des glycannes suivi de leur dérivation 

par triméthylsilylation (TMS). Les chromatogrammes de F1 et F3 sont reportés sur la Figure 

IV.31. 

- un second permettant une analyse de liaison. Ce protocole démarre par une perméthylation 

de l’échantillon puis par une dérivation des oligosaccharides par la méthode dite des itols 

acétate. Cette méthode consiste en une hydrolyse à l’ATFA, une réduction au NaBH4 ou 

NaBD4 et enfin en une peracétylation à l’anhydride acétique. Les chromatogrammes ainsi que 

les spectres MS associés à certains pics sont présents sur la Figure IV.32. 

 
Figure IV.31. Chromatogrammes issus de la GC-MS des fractions F1 (A) et F3 (B) après méthanolyse 

et dérivation au TriMethylSilyl (TMS). 
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Figure IV.32. Analyses GC-MS des fractions F1 (A) et F3 (B) après perméthylation et application 

de la méthode des itols acétate.  

Les chromatogrammes sont représentés en premier et sont suivis par les différents spectres MS de 

certains pics associés selon la numérotation établie. 

 

 Ces analyses GC-MS apportent peu d’informations nouvelles mais viennent confirmer 

les résultats précédents. Les analyses TMS (Figure IV.31) ont permis de retrouver tous les 

monosaccharides attendus sans résidus complémentaires, à savoir le Gal pour F1 et le Gal 

ainsi que l’Ara pour F3. Le pic à 16,12 min sur le chromatogramme de la Figure IV.31A n’a 

pas pu être identifié mais ne semble pas correspondre à un monosaccharide d’après les 

nombreux standards analysés. 

La Figure IV.32 quant à elle a mis en évidence les liaisons majoritaires de chaque fraction. 

Pour F1, du t-Gal sous forme furanose ainsi que du 6-Gal sous forme pyranose et furanose a 
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été observé. Etonnamment, la forme furanose est présente de manière plus importante que la 

forme pyranose. Cela est certainement dû à un déplacement d’équilibre suite à la 

perméthylation. Une information importante émane ainsi de cette analyse sur F1 car l’absence 

de 5-Gal sur le chromatogramme correspondant nous permet de conclure que l’enzyme de     

P. brevis coupe les liaisons β-(1→5)-Gal. Concernant la fraction F3, toutes les liaisons de 

l’arabinane de l’AG n’ont pas été retrouvées mais l’observation du résidu 3,5-α-D-Araf nous 

confirme la présence d’une chaîne arainane ramifiée. 

 

 III.3) Etude de l’enzyme sur substrat synthétique 

 Pour poursuivre les investigations sur les analyses de liaison et confirmer les résultats 

obtenus en GC-MS, un substrat synthétique provenant de l’équipe du Pr. Todd L. Lowary de 

l’Université d’Alberta au Canada a été utilisé. Ce substrat se compose d’une partie linker dont 

la structure se rapproche de celle de l’AG avec une chaîne carbonée de huit résidus à la place 

du groupement phosphate. On arrive ainsi à la structure (CH2)8-GlcNAc-Rha pour le linker. 

Ensuite, une chaîne de galactane composée de six résidus de Gal liés alternativement par des 

liaisons β-(1→5) et β-(1→6) a été greffée au linker, mimant ainsi l’AG mycobactérien (Figure 

IV.33). Sa structure globale est donc la suivante : β-Galf-(1→5)-β-Galf-(1→6)-β-Galf-(1→5)-β-

Galf-(1→6)-β-Galf-(1→5)-β-Galf-(1→4)-β-Rhap-(1→4)-α-GlcNAcp-[1→(CH2)8]. 

 

Figure IV.33. Substrat synthétique composé d’une partie Linker (Ch2)8-GlcNAc-Rha et d’une 

chaîne galactane avec 6 résidus de Gal liés alternativement par des liaisons β-(1→5) (noir) et β-

(1→6) (rouge) [493].  



296 
 

  

 Une petite quantité de ce substrat (100 µg) a été incubé avec l’enzyme purifiée (100 

µg) selon les mêmes conditions que pour l’hydrolyse de l’AG mais sur un temps plus court 

d’environ 2 h. En fin d’hydrolyse, l’échantillon a été perméthylé puis analysé par MS et MS/MS 

sur MALDI-QIT-TOF (Figure IV.34). 

 

 

 

Figure IV.34. Spectre de masse MALDI-QIT-TOF de l’hydrolysat perméthylé issu de l’incubation 

substrat synthétique linker-Gal6 et enzyme purifiée (A). Spectre de masse MALDI-QIT-TOF MS/MS de 

l’ion parent à 790.55 m/z correspondant à la structure (Ch2)8-GlcNAc-Rha-Gal (B). 

 

 Le spectre MS de la Figure IV.36A nous apporte des informations importantes. En effet, 

en plus des pics de Gal2 et Gal3, on a ici l’apparition d’un signal à 790,55 m/z qui correspond 

à la structure du linker lié à un résidu de Gal. La liaison après le premier résidu de Gal étant 

une liaison β-(1→5), nous pouvons affirmer avec certitude que l’enzyme coupe la chaîne 

galactane au niveau des liaisons β-(1→5). 

A

A 

B 
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De plus, la présence de Gal3 nous indique que l’enzyme ne coupe pas la dernière liaison            

β-(1→5) de la chaîne galactane sinon nous aurions observé non pas du Gal3 mais du Gal1 et 

du Gal2 ce qui en fait donc une enzyme endo-galactosidase stricte. 

 

 Pour conclure, toutes ces analyses structurales nous ont permis de déterminer la 

nature de l’activité de l’enzyme d’intérêt. Celle-ci est une endo-β-(1→5)-

galactofuranohydrolase stricte dont le mode d’action sur l’AG mycobactérien a été résumé sur 

la Figure IV.35.  

Si cette enzyme provient de P. brevis et n’est ainsi pas en rapport direct avec les 

mycobactéries, elle n’en reste pas moins une enzyme affectant directement l’AG des 

mycobactéries comme nous avons pu le montrer dans cette partie. De ce fait, celle-ci peut 

s’avérer être un outil important dans la poursuite des recherches sur les GH impliqués dans le 

catabolisme de l’AG mycobactérien en venant enrichir les connaissances dans ce domaine. 

En effet, les informations inhérentes à l’identification de cette enzyme de P. brevis comme sa 

séquence peptidique ou encore sa structure pourront aider à rechercher des homologues chez 

M. tuberculosis et sûrement apporter de nouvelles pistes pour l’identification d’une endo-D-

arabinase par exemple.   
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Figure IV.35. Schéma réactionnel de l’hydrolyse de l’AG mycobactérien avec l’enzyme endo-β-

(1→5)-galactofuranohydrolase de P. brevis. 
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Conclusions et perspectives 

 Tout d’abord, nous avons vu à travers les résultats exposés dans ce chapitre sur la 

recherche d’une endo-D-arabinase chez M. smegmatis que cette dernière n’a pas pu être 

identifiée. Les études concernant sa caractérisation ont maintenant débuté il y a vingt ans avec 

l’article de Xin et al. de 1999 mais n’ont toujours pas abouti. Des raisons sont forcément liées 

aux difficultés rencontrées et sont corrélées de notre point de vue et de notre expérience à 

deux aspects : 

- le premier concerne le côté expérimental biochimique de son identification car comme nous 

avons pu le constater, manipuler cette enzyme est compliquée car son activité est très fragile 

et se perd facilement. De plus, les études réalisées sur la galactofuranohydrolase Rv3096 ont 

montré que son activité était également rapidement perdue lors d’étapes critiques comme la 

chromatographie ou l’ultrafiltration et qu’elle était sujette à l’autoaggrégation. Il est alors fort 

probable que le même constat soit observé pour l’endo-D-arabinase recherchée; 

- le second porte sur la génomique liée à cette enzyme d’intérêt. Aucune D-arabinase n’a été 

à ce jour identifiée et ce dans tous les organismes vivants et nous n’avons de ce fait aucune 

piste sur les caractéristiques de ces enzymes. De plus, en criblant l’ensemble des GH de CAZy 

chez M. tuberculosis, aucune d’entre elles ne se rapproche d’une arabinase. Ce constat n’est 

cependant pas étonnant car il arrive fréquemment que des enzymes se retrouvent dans des 

familles CAZy ne correspondant pas à leur fonction. On peut citer par exemple le cas de 

Rv3096 qui a été classé comme cellulase dans la famille GH5 (sous-famille 13) alors que cette 

enzyme ne possède pas ce type d’activité mais ses caractéristiques en revanche se 

rapprochent fortement de celles des cellulases. 

 Pour contourner ces problèmes, il sera par la suite envisagé de sélectionner tous les 

gènes associés aux GH de CAZy chez M. tuberculosis dont les activités n’ont pas été 

strictement identifiées et de réaliser leur expression ainsi que leur purification pour tenter 

d’identifier l’activité endo-D-arabinase recherchée en utilisant le même protocole que celui qui 

a été employé lors du projet de thèse. Pour mettre toutes les chances de notre côté, d’autres 

expériences seront menées en parallèle en reprenant Rv3096 afin de réaliser une co-

purification d’affinité sur cette enzyme. Pour mener à bien cette étude, un substrat non-clivable 

et pouvant être couplé à un support chromatographique, le 4-aminophényl 1-thio-β-D-

galactofuranoside, synthétisé par l’équipe du Pr. Stéphane Vincent est déjà disponible. Il sera 

alors utilisé dans le cadre de cette co-purification pour mettre en avant les autres GH présentes 

dans le complexe contenant Rv3096 et peut être ainsi identifier l’endo-D-arabinase. En effet, 

des protéines interagissant entre elles ont de forte probabilité d’afficher des fonctions 

similaires, principe du Guilt by association. [494]. 
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 Concernant les études sur la galactose mutarotase A0QQD7 de M. smegmatis, si les 

expériences sur les enzymes de la voie de Leloir s’avèrent concluantes, il sera alors 

intéressant pour aller plus loin de lier cette voie dont toutes les enzymes auront été 

caractérisées chez M. smegmatis à l’action en amont de la galactofuranohydrolase 

MSMEG_5877 (orthologue de Rv3096 chez M. smegmatis). Pour rappel, cette enzyme coupe 

de manière récurrente la chaîne galactane de l’AG en libérant du β-D-Galf libre. Celui-ci peut 

alors très bien être pris en charge par la galactose mutarotase A0QQD7 pour favoriser la forme 

α-D-Galf nécessaire à l’action de GalK. C’est d’ailleurs ce que propose le schéma KEGG de 

la voie métabolique du galactose qui a été reporté ici sur la Figure IV.36 au niveau des 

enzymes d’intérêt de l’étude. On aurait donc dans ce cas un recyclage complet du galactose 

qui démarrerait par l’action de l’enzyme MSMEG_5877 sur l’AG suivie de celles de la voie de 

Leloir pour arriver à la synthèse de l’UDP-Galf avant de démarrer une biosynthèse de novo de 

l’AG.  

Pour démontrer ce recyclage, il faudra cependant mettre en œuvre cette fois-ci une méthode 

enzymatique impliquant trois enzymes (MSMEG_5877, A0QQD7 et GalK) en partant de l’AG 

pour observer la formation de Gal-1-P en fin de chaîne réactionnelle. La tâche s’annonce plus 

ardue car au-delà du nombre d’enzymes important mis en jeu, des conditions particulières 

vont devoir être mises en place car MSMEG_5877 est une enzyme membranaire tandis que 

les deux autres (A0QQD7 et GalK) sont des enzymes cytosoliques. De plus, MSMEG_5877 

est active à pH 4,5 ce qui est bien plus bas que les deux enzymes qui suivent. On pourrait 

ainsi imaginer un système mimant la membrane plasmique qui permettrait d’opérer un 

changement de tampon et de pH entre l’action de MSMEG_5877 et celle de A0QQD7.  

 Pour rebondir sur ces derniers points, il est donc nécessaire d’avoir un transporteur du 

galactose in vivo pour permettre son transport de la membrane plasmique au cytosol. Comme 

mentionné dans l’introduction, l’existence d’un tel transporteur a déjà été postulée chez M. 

smegmatis comme étant GalP (MSMEG_3689) mais pas chez M. tuberculosis. C’est pour 

cette raison que l’étude s’est portée uniquement sur M. smegmatis car le recyclage du 

galactose proposé n’est pas transférable au complexe tuberculosis. Il existe également des 

transporteurs bactériens capables de reconnaître le Gal sous ses deux formes pyranose et 

furanose comme c’est le cas par exemple pour le transporteur du Gal YtfQ chez E. coli [495]. 

Ce dernier ne comporte cependant pas d’homologie de séquence avec MSMEG_3689. 
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Figure IV.36. Voie KEGG du métabolisme du galactose zoomée au niveau du système de 

recyclage du galactose avec les enzymes associées (https://www.genome.jp/kegg-

bin/show_pathway?msm00052). 
Deux des enzymes proposées dans ce recyclage ont été identifiées au laboratoire et concerne 

MSMEG_5877 et AQQD7 dont l’activité galactose mutarotase a été prouvée dans le cadre du projet de 

thèse. 

 

 Enfin, l’enzyme de P. brevis qui a été identifiée comme une endo-β-(1→5)-

galactofuranohydrolase stricte apportera des pistes pour la recherche de l’endo-D-arabinase 

mais les fragments qu’elle génère auront aussi leur intérêt.  

En effet, grâce à cette enzyme, les chaînes d’arabinane pourront être isolées afin de confirmer 

un point qui avait déjà été mentionné dans la partie introductive et qui concerne le fait que 

seules les chaînes d’arabinane non mycolylées sont à priori succinylées. Il conviendra 

cependant au préalable de vérifier que l’enzyme de P. brevis identifiée dans cette étude agit 

bien sur le complexe mAGP. Si tel est le cas, alors il sera possible de vérifier définitivement 

cette hypothèse puisque l’on sait que l’enzyme de P. brevis est capable de libérer de gros 

fragments composés de deux résidus de Gal lié à une chaîne d’arabinane. Cet effet permettrait 

ainsi en partant du mAGP d’isoler une chaîne d’arabinane liée ou non aux acides mycoliques 

puis par des études structurales de déterminer la présence ou l’absence du résidu succinyl 

pour enfin remonter au lien entre succinylation/mycolylation. 

De manière plus générale, connaître finement la structure de l’AG a également une importance 

dans la compréhension des mécanismes des enzymes qui le régisse. Il reste encore de 

nombreuses incertitudes quant à la structure de cet AG et si l’on reprend des articles 

structuraux importants comme ceux de Bhamidi, S. et al. de 2008 et 2011 [346], [496], on 

s’aperçoit que des changements structuraux ont eu lieu entre ces deux publications et que 
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depuis lors, peu d’évolution a été constatée sans pour autant être certains de la structure finale 

de l’AG. De plus, des éléments essentiels ont été mis en avant récemment comme le fait que 

la présence ou l’absence du résidu GalN sur les résidus Araf a une importance cruciale dans 

la pathogénicité en modifiant la réponse des cellules dendritiques [4]. Il reste apparent que la 

structure de l’AG comporte encore des zones à éclaircir et que des informations importantes 

viennent s’ajouter sur les composants déjà identifiées.  

D’ailleurs, c’est sur ce point que va être développé le chapitre suivant qui va traiter de la 

découverte et la caractérisation structurale de fragments incomplets d’AG qui ont été observés 

lors de la purification de ce dernier.    
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Chapitre V : Caractérisation structurale des fragments 

d’arabinogalactane incomplets 

 
 Ce chapitre va ici se focaliser sur un aspect beaucoup plus structural du métabolisme 

de l’arabinogalactane. En effet, lors d’études préliminaires sur l’AG de M. bovis BCG réalisées 

en prélude à mon projet de recherche, des analyses par spectrométrie de masse MALDI-

TOF/TOF ont montré que cet AG n’était pas uniquement présent sous sa forme complète 

décrite dans la littérature mais aussi sous forme tronquée comprenant des fragments de plus 

petite taille (voir Figure 1 de la partie objectifs).  

 Cette particularité a tout de suite était prise en considération car ces AG tronqués 

pourraient très bien provenir d’un remodelage de la paroi et donc être associés à son 

catabolisme ce qui corrèle parfaitement avec ce versant du projet de thèse. L’identification 

structurale de ces fragments pourrait aussi donner des indications sur d’éventuelles GH qui 

auraient agi sur l’AG. L’hypothèse d’une voie alternative de biosynthèse n’a cependant pas 

été écartée et tout l’enjeu de cette étude repose d’ailleurs sur la question de savoir si ces 

fragments proviennent d’un mécanisme de remodelage/catabolisme ou s’ils représentent au 

contraire une voie encore inconnue de biosynthèse. A ce sujet, il est à noter qu’aucun article 

ne mentionne l’existence d’AG de plus petite taille. Cela est sûrement dû au fait que les 

analyses structurales ont toujours été réalisées sur l’AG total sans dissociation entre AG 

complet et fragments incomplets au préalable.  

 Les investigations ont donc été poursuivies pendant la thèse et ont été divisées en 

plusieurs objectifs. Le premier a été de vérifier que les fragments incomplets d’AG étaient 

toujours observés après purification de l’AG total. Ensuite, il a fallu s’assurer que ces AG 

tronqués ne provenaient pas d’une dégradation lors du protocole de purification qui comporte 

de nombreuses étapes. Une fois ces étapes de vérification effectuées, l’objectif était de 

séparer l’AG complet des fragments incomplets pour identifier les structures de tous ces 

fragments par spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF et par RMN. Enfin, des 

quantifications relatives ont pu être réalisées à partir des spectres RMN obtenus. 

 

I) Identification et isolement des fragments incomplets d’arabinogalactane 

  

 I.1) Identification des AG tronqués chez M. bovis BCG 

 Si de l’AG tronqué avait été retrouvé dans des échantillons d’AG totaux purifiés à partir 

d’un culot de culture provenant de l’espèce M. bovis BCG en spectrométrie de masse MALDI-

TOF, il convenait bien évidemment de confirmer en tout premier lieu ces résultats avant 

d’envisager la poursuite de cette étude. Plusieurs purifications d’AG de M. bovis BCG cultivés 

en milieu Sauton ont alors été entreprises et les AG totaux en découlant ont été analysés 
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d’abord en HPAEC-PAD sur support S200 selon le même programme que celui qui servait au 

suivi de l’activité arabinasique. Par cette méthode, il a été ainsi possible de visualiser très 

rapidement si d’autres pics que celui de l’AG complet situé aux alentours des 80 min étaient 

présents ou non. Sur la Figure V.1, les chromatogrammes issus de trois purifications d’AG de 

M. bovis BCG ont été reportés.  

 

 

Figure V.1. Chromatogrammes HPAEC-PAD sur support S200 issus de trois purifications d’AG 

de M. bovis BCG.  

 

 Ces chromatogrammes provenant des trois purifications d’AG ont donc permis de 

confirmer la présence de fragments incomplets en plus de l’AG complet. On peut même ici 

différencier deux régions en ce qui concerne les AG tronqués. On a en effet un massif de pics 

entre 70 et 80 min semblant s’apparenter à un prolongement du pic de l’AG complet et une 

autre région centre 57 et 67 min contenant de plus petits fragments et dont les pics sont bien 

dissociés. De manière plus générale, on observe une bonne reproductibilité des analyses car 

on retrouve bien les trois régions aux mêmes temps de rétention pour chaque échantillon d’AG 

total. 

 Si l’hypothèse des fragments incomplets d’AG a bien été vérifiée, un autre point 

important a dû être contrôlé. Il a fallu en effet écarter la possibilité que ces fragments potentiels 

puissent provenir d’une dégradation lors de la purification d’AG et notamment lors de l’étape 

la plus critique de la lyse alcaline du mAGP (soude 2 M, chauffage à 80 °C pendant 16 h). 

Pour ce faire, une collecte sur la région de l’AG complet a été réalisée puis cette fraction a été 

soumise à une seconde lyse alcaline avant d’être une nouvelle fois analysée en HPAEC-PAD 

(Figure V.2).  
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Figure V.2. Chromatogrammes HPAEC-PAD de l’AG complet après lyse alcaline en comparaison 

avec l’AG total.  

 

 Sur la Figure V.2, on voit clairement qu’il n’y a pas d’apparition de pic supplémentaire 

lorsque l’AG complet subit une nouvelle lyse alcaline. Des contrôles ont également été 

effectués sur d’autres étapes de la purification mais n’ont pas débouchés non plus sur 

l’apparition d’AG tronqué. Nous pouvons donc en conclure que l’hydrolyse n’est pas à l’origine 

de la présence des fragments incomplets d’AG. 

Avant de passer à la séparation et à la purification des fragments incomplets, des essais sur 

de l’AG de M. smegmatis ont aussi été menés et ont abouti aux mêmes résultats que pour M. 

bovis BCG, à savoir la distinction de trois régions. Finalement, seul l’AG de M. bovis BCG a 

dans un premier temps été choisi pour la suite de l’étude structural. 

Un point important est également à souligner et concerne la collecte en HPAEC-PAD. Si celle-

ci nous a permis d’isoler l’AG complet pour des analyses complémentaires, il a été beaucoup 

plus difficile d’obtenir des résultats homogènes lors de la collecte des fragments d’AG. C’est 

pour cette raison qu’une séparation par une autre technique chromatographique a été 

envisagée. 

 

 I.2) Séparation des fragments incomplets d’arabinogalactane 

 La séparation des fragments incomplets d’AG de l’AG complet a été entreprise par 

chromatographie d’exclusion stérique (ou gel-filtration). Cette chromatographie est idéale ici 

étant donné que l’on souhaite séparer des composés ayant à priori une structure similaire mais 

avec des tailles différentes. Le choix du support s’est quant à lui orienté vers une Toyopearl 

HW-40 qui est composé d’un polymère méthacrylique hydroxylé avec une faible taille de pores 
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de l’ordre de 5 nm. Il a notamment été choisi pour son domaine de fractionnement compris 

entre 100-10000 Da en protéine globulaire. En effet, la masse moléculaire de l’AG complet 

étant de 12 666 Da, il sera normalement compris dans le volume mort alors que les fragments 

seront séparés.  

De l’AG total de M. bovis BCG a été fractionné sur une colonne de 30 mL irriguée dans de 

l’eau ultrapure à un débit de 0,5 mL/min. Sur chacune des fractions collectées, un test à 

l’orcinol sulfurique a été effectué pour confirmer la présence d’oligosaccharides. Au vu du 

chromatogramme et du test à l’orcinol, les fractions intéressantes ont été rassemblées en trois 

fractions majeures : A (volume mort), B (épaulement) et C (Figure V.3) 

 

Figure V.3. Chromatogramme de l’AG total de M. bovis BCG acquis par gel-filtration sur support 

Toyopearl HW40. 

 

 Chaque fraction collectée a ensuite été analysée en HPAEC-PAD et il en ressorti que 

la fraction A majoritaire était composé exclusivement d’AG complet comme ce qui était 

attendu, la fraction B de fragments incomplets potentiels mais avec encore de l’AG complet 

en majorité et enfin, la fraction C comportant à priori des traces d’AG tronqué. Après 

lyophilisation, 40,7 mg de la fraction A, 13,1 mg de la fraction B et 1 mg de la fraction C ont 

été collectées. 

La fraction B semble donc ici être la fraction d’intérêt car elle contient la majorité des fragments 

potentiels d’AG. Cependant, étant donné la présence dans cette fraction de contamination 

d’AG complet provenant probablement du pic majoritaire de la fraction A, celle-ci a été 

reanalysée en gel-filtration sur le même support Toyopearl HW40. Le chromatogramme 

reporté sur la Figure V.4 a ainsi été acquis et a permis une nouvelle séparation de la fraction 

B en deux sous-fractions B1 et B2. A noter que ce même protocole a été appliqué pour la 

fraction C mais n’a pas amélioré la séparation dans ce cas. 
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Figure V.4. Chromatogramme de la fraction B analysée par gel-filtration sur le même support 

Toyopearl HW40. 

 

 Les deux sous-fractions ont comme précédemment été analysées en HPAEC-PAD. La 

seconde séparation a été plus effective car la fraction B1 s’est avérée contenir l’AG complet 

et la fraction B2 les fragments incomplets avec quelques traces d’AG complet comme en 

témoigne le chromatogramme de la Figure V.5. En revanche, on s’aperçoit sur ce 

chromatogramme que seuls les fragments de la première région aux alentours de 60 min ont 

pu être isolés si l’on se réfère aux chromatogrammes de l’AG total (Figure V.1).  La deuxième 

zone des AG tronqués est en effet généralement très proche de l’AG complet. S’il est possible 

d’isoler uniquement de l’AG complet, il est en revanche beaucoup plus difficile de dissocier les 

fragments de la seconde région de ce dernier.  

 

Figure V.5. Chromatogramme HPAEC-PAD de la fraction B2. 
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 La séparation successive de l’AG total par gel-filtration s’est en tout cas révélée 

concluante car elle a permis d’isoler de potentiels fragments d’AG incomplets condensés dans 

la fraction B2. Des analyses sur cette fraction mais aussi sur les fractions A et C provenant de 

la première gel-filtration ont alors été menées par spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF 

et par RMN 800 MHz (fractions B2 et C) et 900 MHz (fraction A) dans le but de confirmer la 

structure retrouvée en HPAEC-PAD pour les fractions A et C mais surtout pour élucider la 

structure des AG tronqués. 

 

II) Détermination de la structure des fragments incomplets d’arabinogalactane 

 

 II.1) Analyses par spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF 

Les trois fractions A, B2 et C natives ont dans un premier temps été analysées 

directement par spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF en mode réflectron pour les 

fractions B2 et C et en mode linéaire pour la fraction A, le tout en mode positif et à l’aide de la 

matrice DHB. Le signal de l’AG complet n’a pas été retrouvé dans la fraction A et cela 

s’explique par le fait que sa masse moléculaire très importante rend difficile son observation 

en spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF. La fraction C quant à elle n’a donné que 

quelques signaux de pentose à différents DP ce qui laisse à penser que cette fraction serait 

en fait constituée de fragments plus petits que ceux recherchés, probablement d’arabinane.  

En revanche, l’analyse de la fraction d’intérêt B2 a fait ressortir de de nombreux signaux 

intéressants comme en témoigne le spectre de masse obtenu et reporté sur la Figure V.6. Si 

l’on observe de manière globale ce spectre de masse, on s’aperçoit que deux massifs de pics 

d’allure gaussienne se dégagent. Dans chacun de ces massifs, les pics sont séparés d’un 

rapport m/z de 132 qui correspond à l’écart d’un pentose. Par contre, un écart de 133 m/z est 

observé entre ces deux massifs ce qui signifie qu’ils seraient bien constitués de structures 

différentes formant alors deux régions distinctes.  

Sur la base de la structure de l’AG, les valeurs de m/z de la seconde région correspondent à 

une famille de composés allant du Linker-Galactose8-Arabinose4 (L-Gal8-Ara4) au Linker-

Galactose8-Arabinose9 (L-Gal8-Ara9) peuvent ainsi être proposées. Pour rappel, l’unité linker 

de l’AG est composée de la séquence α-L-Rhap-(1→3)-α-D-GlcNAc-(1→P).  
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Figure V.6. Spectre de masse MALDI-TOF/TOF de la fraction B2 acquis en mode réflectron 

positif.  

 

 Pour confirmer ces résultats, d’autres analyses par spectrométrie de masse MALDI-

TOF/TOF ont été réalisées mais en réalisant au préalable une perméthylation à l’iodométhane 

(CH3-I). Après perméthylation d’une partie de la fraction B2 au CH3-I, un nouveau spectre a 

été acquis (Figure V.7).  

 

Figure V.7. Spectre de masse MALDI-TOF/TOF de la fraction B2 perméthylée acquis en mode 

réflectron positif.  
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On distingue cette fois-ci trois régions différentes : 

- une première région qui n’était pas présente sur le spectre de masse de la fraction native 

correspond à des chaînes de portant de 5 à 8 résidus de pentoses. L’hypothèse s’est alors 

portée vers la présence de quelques résidus de chaînes d’arabinane provenant probablement 

d’une dégradation de l’AG complet lors de l’analyse. Ce n’est d’ailleurs pas étonnant de les 

retrouver ici puisque ces arabinanes avaient déjà été observés dans la fraction C analysée en 

MALDI-TOF/TOF;  

 

- la seconde région est composée d’un massif ayant une allure de gaussienne comme ce qui 

avait été retrouvé sur le spectre de masse natif. Contrairement à l’analyse de la fraction B2 

native, il a ici été possible après perméthylation de proposer les structures L-Gal4-Ara2-8 

concordantes avec l’AG (Figure V.8A). Cependant, plusieurs points posent problème pour 

affirmer avec certitude ces structures d’où le fait qu’elles soient affichées comme étant 

hypothétiques sur le spectre de masse de la Figure V.7. On ne peut en effet pas faire 

correspondre ces structures avec les signaux observés en natif. De plus, pour que celles-ci 

correspondent aux signaux du spectre de masse de B2 perméthylée, il faut considérer que le 

groupement phosphate de l’unité linker est doublement méthylé ce qui est possible 

structuralement parlant même si ce groupement est dans la majorité des cas simplement 

méthylé; 

 

- enfin, la troisième région à allure gaussienne correspond parfaitement à l’analyse des 

structures d’AG incomplet L-Gal8-Ara4-9 dans lesquelles le groupement phosphate est méthylé 

sur un seul oxygène (Figure V.8B). Il est important de préciser aussi que les deux régions 

gaussiennes n’ont pas de lien car un écart de m/z 162 a été constaté au lieu de 160 attendu. 

Il est alors fort probable qu’il s’agisse de deux familles de structures bien distinctes ou que la 

deuxième région corresponde à une dégradation des oligosaccharides L-Gal8-Ara4-9. 
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Figure V.8. Structures des fragments incomplets L-Gal4-Ara2-8 (A) et L-Gal8-Ara4-9 (B) proposées suite 

à leur analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF.  

 

 Avant de passer aux autres analyses, il convient dans un souci de clarté de bien 

répertorier tous les éléments ayant permis l’identification des structures à partir des signaux 

acquis en spectrométrie de masse. Pour cela, le Tableau V.1 reprend les différentes m/z 

théoriques (monoisotopiques) de chaque monosaccharide retrouvé dans l’AG ainsi que les 

masses théoriques et expérimentales de chacune des structures qui ont été proposées. Dans 

ce Tableau V.1 ont également été calculés les écarts de rapport m/z entre les valeurs 

théoriques et les valeurs expérimentales obtenus sur les spectres de masse de la fraction B2 

native et perméthylée. Toutes les structures n’ont pas été reportées dans le tableau mais 

l’exemple du pic majoritaire de chaque massif a été choisi dans les deux cas.   

Les structures L-Gal8-Ara6 qui ont été proposées pour la dernière région présentent des écarts 

de m/z d’environ 1,5 Da, que ce soit pour le spectre de masse acquis en natif ou après 

perméthylation, ce qui reste cohérent pour valider ces structures. 

En revanche, pour la seconde structure L-Gal4-Ara5, l’écart de m/z entre les valeurs théoriques 

et expérimentales après perméthylation est inférieur à 1 Da ce qui colle parfaitement mais ce 

n’est pas du tout le cas pour les écarts de m/z en natif qui affichent une différence de plus de 

15 Da. Il n’est donc pas possible de valider cette hypothèse pour le premier massif gaussien. 
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Tableau V.1. Valeurs des rapports m/z monoisotopiques théoriques et expérimentaux obtenus 

sur la fraction B2 native et perméthylée. 

Les écarts entre les valeurs de m/z théoriques et expérimentales sont les données les plus significatives 

de ce tableau. Elles ont été représentées en vert lorsque l’écart est suffisamment faible pour que 

l’hypothèse structurale soit recevable et en rouge lorsque l’écart est trop important pour corréler avec 

la structure proposé. 

L(1) signifie que le groupement phosphate n’est méthylé qu’une seule fois lors de la perméthylation et 

L(2) lorsqu’il est doublement méthylé. 

 

  

 Plusieurs informations émanent donc de cette double analyse de la fraction B2. D’une 

part, au-delà des avantages offerts par la perméthylation, cette dernière a ici également permis 

d’établir une comparaison directe avec l’analyse native de B2 comme nous venons de le faire. 

Des structures s’apparentant à de l’AG tronquée ont alors été mises en avant et se composent 

des séquences L-Gal8-Ara4 à L-Gal8-Ara9. En revanche, d’autres structures incomplètes d’AG 

semblent bien présentes mais n’ont pas pu être élucidées avec ces analyses. Des dernières 

analyses en spectrométrie de masse ont alors été menées et ont consisté au préalable à 

perméthyler la fraction B2 non plus avec du CH3-I mais avec du CD3-I. Le protocole reste 

identique à celui de la perméthylation classique mais en remplaçant l’iodométhane par de 

l’iodométhane deutéré. Le spectre de masse qui en a découlé est représenté sur la Figure V.9 

et la gamme de masse a été raccourcie en commençant à 1500 m/z car aucun pic d’intérêt 

n’était présent en amont.  

Hexose

Pentose

HexNAc

Déoxyhexose

HexNac-P

Rapport m/z  [M+Na]+ 

monoisotopique 

théorique natif

Rapport m/z  [M+Na]+ 

natif expérimental 

(Figure V.6)

Ecart entre valeur 

m/z  théorique et 

expérimentale

Rapport m/z  [M+Na]+ 

monoisotopique 

théorique perméthylé

Rapport m/z  [M+Na]+ 

expérimental 

perméthylé (Figure V.7)

Ecart entre valeur 

m/z  théorique et 

expérimentale

L(1)-Gal8-Ara6 2558,9987 2557,4 1,5987 3161,4527 3160,03 1,4227

L(2)-Gal4-Ara5 1778,6923 1763,55 15,1423 2198,996 2198,09 0,906

221,0899

164,0685

301,1062

Rapport m/z  monoisotopique théorique perméthylé

250,1416

206,1154

291,1682

220,1311

355,1032

Rapport m/z  monoisotopique théorique natif

180,0634

150,0528
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Figure V.9. Spectre de masse MALDI-TOF/TOF MS de la fraction B2 perméthylée au CD3-I acquis 

en mode réflectron positif.  

 

 De manière globale, on retrouve les deux mêmes gaussiennes que lors des 

précédentes analyses. Pour l’attribution des différentes structures, l’idée a donc été de 

reprendre celles qui avaient été proposées pour la fraction B2 perméthylée afin d’établir une 

comparaison directe car le changement entre les deux dérivations se base uniquement sur la 

substitution des atomes d’hydrogène par des atomes de deutérium au niveau des positions 

méthylables. En d’autres termes, une différence de trois unités de masse atomique (3 u.m.a) 

doit être observée pour chaque groupement avec un proton mobile entre la perméthylation au 

CH3-I et la perméthylation au CD3-I. L’exemple du -D-galactofuranose a été repris sur la 

Figure V.10 pour illustrer cette différence. 

 

Figure V.10. Exemple de perméthylation au CH3-I et au CD3-I sur le -D-galactofuranose. 
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 Ensuite, il faut prendre en compte le nombre de positions méthylables possibles sur 

chaque monosaccharide de l’AG et on peut ainsi déterminer le nombre de méthylations sur 

les structures des fragments potentiels d’AG énoncées lors de l’analyse suite à la 

perméthylation au CH3-I (Tableau V.2).  

Enfin, après avoir établi les sites méthylés sur ces structures, on peut à l’aide des spectres de 

masse de la fraction B2 perméthylée au CH3-I et au CD3-I retrouver expérimentalement ce 

nombre de sites et le comparer avec ceux déterminés par le calcul (Tableau V.2). 

En reprenant l’exemple du L(2)-Gal4-Ara5 de la première région, des m/z de 2198 et 2291 ont 

été obtenus pour la perméthylation au CH3-I et au CD3-I respectivement. L’écart du rapport 

m/z entre ces deux valeurs est alors de 93 Da ce qui correspond à 31 positions méthylables. 

Or, théoriquement, on ne devrait retrouver que 30 positions méthylables ce qui signifie une 

fois de plus que les structures qui ont été émises pour cette région ne sont pas correctes et 

peuvent donc être définitivement abandonnées.  

En ce qui concerne le second massif, le pic majoritaire associé à du L(1)-Gal8-Ara6 comprend 

42 sites méthylables d’après les écarts de m/z ce qui corrèle cette fois avec le nombre de sites 

théoriques.  

 

Tableau V.2. Récapitulatif du nombre de sites méthylables lors de la perméthylation pour les 

monosaccharides présents dans l’AG et les structures potentielles proposées. 

 

 

 Pour résumer toutes ces analyses de spectrométrie de masse MALDI-TOF, des 

structures incomplètes d’AG ont pu être identifiées dans la fraction B2 et correspondant aux 

séquences L-Gal8-Ara4-9. Ces structures ont d’ailleurs été retrouvées dans chacune des 

analyses réalisées, à savoir en natif mais aussi après perméthylation au CH3-I et au CD3-I. Par 

contre, nous avons pu nous apercevoir que d’autres fragments d’AG étaient contenus dans 

cette fraction mais leurs structures n’ont pas pu être élucidées. De plus, des traces de 

contamination d’arabinane semblent également encore présentes dans B2. Pour tenter de 

résoudre ces interrogations et pour confirmer les premières structures, des analyses par RMN 

ont alors été menées. 

 

Structures glycaniques Nombre de sites méthylés théorique
Nombre de sites méthylés expérimentaux 

(à partir des spectres CH3-I et CD3-I)

Gal 3

Ara 2 (ou 3 en fin de chaîne)

Phosphate 1 ou 2

GlcNAc 3

Rha 2

L(2)-Gal4-Ara5 30 31

L(1)-Gal8-Ara6 42 42

/
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 II.2) Analyses par RMN  

 Comme pour la spectrométrie de masse, les analyses par RMN se sont d’abord 

concentrées sur les fractions A et C provenant de la première séparation en gel-filtration sur 

Toyopearl HW40. Dans un premier temps, des spectres RMN 1D du proton 1H ont été acquis 

pour ces deux fractions, à 800 MHz pour la fraction C et 900 MHz pour la fraction A (Figure 

V.11).  

 

Figure V.11. Spectres RMN 1D 1H de la fraction A (900MHz) et C (800 MHz). 

  

 De manière générale, le spectre RMN 1H de la fraction C n’a pas donné de signaux 

interprétables. Pour la fraction A en revanche, de nombreux signaux d’intérêt sont ressortis du 

spectre associé. Le spectre reporté sur la Figure V.11 a été zoomé sur les pics les plus 

importants. On y trouve aux alentours des 4 ppm les protons hydroxyles des cycles 

monosaccharidiques et entre 4,8 et 5,5ppm les protons anomères. Grâce aux tables 

d’identification, il est alors possible d’attribuer les différents signaux des protons anomères et 

ces derniers correspondent bien à ce qui présent dans l’AG. En effet, des résidus 

caractéristiques de l’AG complet soit 2-α-Araf, 3-α-Araf, 3,5-α-Araf, t-α-Araf, 5-β-Galf et 6-β-

Galf  ont bien été retrouvés. 

  

 D’autres analyses RMN ont été effectuées sur cette fraction A et notamment de la RMN 

2D 1H-1H COSY90 (non reporté) pour les corrélations homonucléaires 3JH,H et 2D 1H-13C HSQC 

(Figure V.12) pour les corrélations hétéronucléaires 1JC,H. A l’aide de la table des déplacements 

chimiques du 1H et du 13C spécifiques de l’AG figurant dans la publication de Lee RE et al. de 

2005 [497], l’identification des différents résidus Galf et Araf, leur anomérie et les carbones 

impliqués dans les liaisons entre les monosaccharides a pu être effectuée. Ainsi, pour la 
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fraction A, les mêmes résidus que ceux provenant du spectre 1H ont été retrouvés sur le 

spectre 1H-13C HSQC.  

 

Figure V.12. Spectre RMN 2D 1H-13C HSQC de la fraction A (900MHz).  

 

 Les informations fournies par la fraction A en RMN vont être d’une aide précieuse pour 

l’analyse de la fraction d’intérêt B2 car tous les signaux caractéristiques de l’AG complet ont 

été visualisés sur les différents spectres acquis. Ainsi, il sera plus simple d’attribuer les signaux 

contenus dans la fraction B2 et de confirmer les structures hypothétiques des fragments 

incomplets d’AG émises à partir de la spectrométrie de masse. 

 

 La fraction B2 a été soumise aux mêmes analyses RMN que la fraction A, à savoir la 

RMN 1D 1H mais aussi 2D 1H-1H COSY90 et 1H-13C HSQC. Seul le spectre HSQC a ici été 

reporté sur la Figure V.13 et les différents signaux ont été comparés à ceux qui avaient été 

obtenus pour l’AG complet de la fraction A. On retrouve sur ce spectre les résidus glycaniques 

contenus dans les structures L-Gal8-Ara4-9. Malheureusement, la présence de traces d’AG 

complet ne nous permet pas de conclure avec certitude. En effet, la présence de t-β-Araf n’est 

pas cohérente avec la structure proposée puisqu’il s’agit du résidu retrouvé en bout de chaîne 

arabinane. Ils peuvent provenir soit de l’AG complet ou alors peut être des chaînes arabinanes 

libres retrouvées sur le spectre MALDI-TOF/TOF. Il est également possible que les AG 
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incomplets soient composés de chaînes arabinanes courtes de séquences différentes de 

celles des AG complets. 

 

Figure V.13. Spectre RMN 2D 1H-13C HSQC de la fraction B2 (800MHz). 

  

 En conclusion de cette partie, la chromatographie de gel-filtration sur Toyopearl-HW40 

à partir de l’AG total a permis d’isoler une fraction contenant des fragments incomplets d’AG 

intéressant. La spectrométrie de masse MALDI-TOF/TOF avec perméthylation au ICH3 et ICD3 

appliquées sur cette fraction a révélé la présence notamment de deux ensembles de 

fragments. L’exploitation des résultats nous a alors d’identifier un ensemble de fragments dont 

la structure de base est Linker-Gal8-Ara4-9. La RMN n’a pas pu apporter d’informations 

complémentaires sur ces structures car des traces d’AG complet notamment étaient encore 

présentes. 

L’ensemble des techniques d’analyse effectuées à ce stade de l’étude ne nous ont donc pas 

permis d’établir une structure finale pour le deuxième ensemble de fragments. Il a alors été 

nécessaire d’améliorer dans un premier temps la purification de la fraction B2 afin d’isoler ces 

deux ensembles de fragments d’intérêt et d’éliminer l’AG complet et les chaînes de pentoses 

libres.  

 

 L’objectif a donc été d’identifier sans ambiguïté les résidus glycanniques des fragments 

incomplets d’AG (par chromatographie en phase gazeuse après méthanolyse et dérivation), 

leur anomérie et leur branchement par RMN 1D et 2D. Avec une purification, il est également 

envisageable de quantifier de manière relative les résidus glycanniques par RMN 1D et par 
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GC-MS en fixant comme référence unitaire le résidu Rha ou GlcNAc par exemple ou de faire 

un rapport Ara/Gal. 

Enfin, les investigations ont été reprises sur M. smegmatis en parallèle à celles de M. 

bovis BCG dans le but d’obtenir une vision globale de la présence de ces structures sur deux 

espèces de mycobactéries aux caractéristiques bien distinctes (vitesse de croissance, 

caractère pathogène, …). De plus, M. smegmatis est la mycobactérie de référence si la 

poursuite du travail nécessite une approche génomique. 

 

III) Optimisation de la séparation des fragments incomplets d’AG et analyses 

complémentaires 

  

L’objectif pour cette troisième partie a été de purifier les fragments incomplets d’AG de sorte 

à ne plus retrouver d’AG complet. En effet, les fragments incomplets d’AG doivent être 

exempts de toute contamination pour réaliser une quantification par RMN. 

Au départ, l’idée a été de réaliser des purifications successives par gel-filtration en 

utilisant différents support et notamment Toyopearl-HW40 mais aussi Sephacryl-S200 HR. Ce 

dernier a déjà été mentionné dans le chapitre précédent mais s’est avéré moins résolutif que 

la colonne Toyopearl-HW40 dans ce cas.  Le fait d’effectuer plusieurs séparations ne s’est pas 

montré concluant non plus car des pertes importantes ont été constatées après plusieurs 

purifications. 

Pour éviter ces pertes de matériel, un support Bio-Gel P10 à basse pression  a de ce fait été 

envisagé en espérant une meilleure séparation malgré le temps d’analyse environ 10 fois plus 

long dû au faible débit. Son domaine de fractionnement compris entre 1500 et 20 000 Da 

(protéines globulaires) en fait en tout cas déjà un support de choix dans le cadre de l’étude sur 

les fragments incomplets. Les fractions ont été directement analysées en HPAEC-PAD afin de 

déterminer les différentes régions de l’AG séparées. Quelques exemples de 

chromatogrammes les plus significatifs ont ainsi été reportés sur la Figure V.14A.  

Les résultats observés sur ces chromatogrammes se sont montrés très intéressants avec une 

séparation à priori plus optimisée qu’avec le support Toyopearl-HW40. La même séparation a 

alors été menée sur l’espèce M. smegmatis et des chromatogrammes similaires ont été 

observés comme témoigne la Figure V.14B. 
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Figure V.14. Chromatogrammes HPAEC obtenus après purification de l’AG total de M. bovis BCG. (A) 

et M. smegmatis (B). Seules les fractions les plus relevantes ont été représentées ici.  

A 

B 



320 
 

Quatre régions distinctes ont été identifiées dans les chromatogrammes, que ce soit 

pour M. smegmatis ou M. bovis BCG où les profils sont finalement similaires. On a une 

première région A s’apparentant à l’AG complet pur puis une seconde région B constituée de 

la seconde partie de l’AG complet. Ensuite, on retrouve dans la 3e région C les fragments 

incomplets d’AG potentiels. Enfin, une dernière région D a également été visualisée avec des 

fragments plus petits, probablement d’arabinane si l’on compare avec les précédents résultats. 

Les fractions ont comme précédemment été réunies en fonction de leurs profils respectifs puis 

lyophilisées. La région C a ensuite été perméthylée puis analysée en spectrométrie de masse 

MALDI-TOF/TOF. Le spectre de masse de cette région chez M. bovis BCG a été représenté 

sur la Figure V.15.  

 

Figure V.15. Spectre de masse MALDI-TOF/TOF MS de la fraction C perméthylée de M. bovis BCG 

après gel-filtration sur P10 à basse pression. 

 

Contrairement à ce qu’on avait l’habitude d’observer, on ne retrouve pas ici la structure 

qui avait été proposée précédemment, à savoir L-Gal8-Ara4-9. Malgré les 3 régions toujours 

bien distinctes sur le spectre de masse avec notamment les deux gaussiennes, les m/z ne 

sont plus les mêmes et s’apparentent ici à des chaînes arabinane allant jusqu’à l’Ara21 et 

galactane (Gal4-6). La piste de la dégradation a alors été envisagée et celle-ci a pu se produire 

lors de la séparation sur P10 au vu des résultats qui se sont d’ailleurs montrés similaires pour 

M. smegmatis.  
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Pour vérifier si une dégradation ne s’est pas produite, de l’AG total de M. bovis BCG a 

été purifié sur support Toyopearl-HW40 pour reprendre les conditions initiales. 

Malheureusement, aucun changement n’a été observé par rapport aux résultats obtenus sur 

support P10. Tous les échantillons perméthylés ont également été analysés sur un autre 

spectromètre de masse MALDI-QIT-TOF récemment acquis au sein du laboratoire mais sans 

succès.  

 

Les résultats de spectrométrie de masse n’étant pas convaincants, nous avons décidé 

d’effectuer quelques analyses RMN sur le 400 MHz en 1D 1H sur les différentes régions 

collectées (hormis la région B qui était redondante avec la région A de l’AG complet). Les 

spectres ont été représentés sur la Figure V.16.  

De manière générale, les profils sont similaires mais on remarque que le ratio entre le 

galactose et l’arabinose n’est pas le même en fonction des régions, que ce soit pour 

M. smegmatis ou M. bovis BCG. Le Tableau V.3 récapitule les différents ratios Gal/Ara 

obtenus sur chaque spectre à partir de l’aire totale de tous les galactoses sur tous les 

arabinoses impliqués. L’aire totale du galactose a ensuite été ramenée à 1 pour plus de clarté. 
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Figure V.16. Spectres RMN 400MHZ 1D 1H obtenus suite à la séparation de l’AG total de M. 

smegmatis et M. bovis BCG par gel-filtration sur P10 à basse pression.  

Un zoom sur les signaux des protons anomères est également visible. 
 

 

Tableau V.3. Ratios entre le Galactose et l’Arabinose issus des spectres RMN 400 MHz 1H pour chaque 

région analysée sur les espèces M. smegmatis et M. bovis BCG. 

 

 

 

 

 

On s’aperçoit que le taux de galactose est beaucoup plus élevé dans la fraction 

contenant les fragments incomplets (région C) comparé à celui observé dans la faction 

contenant l’AG complet pur (région A) chez M. smegmatis. En revanche, dans M. bovis BCG, 

le taux d’arabinose entre ces deux régions par rapport au galactose est quasiment identique. 

Cela s’explique sûrement en partie par les concentrations entre l’AG complet et les fragments 

incomplets qui ne sont pas normalisés comme en témoigne les spectres où l’intensité du signal 

reste relativement faible pour la région C des AG tronqués. 

 
Ratios Aires Gal/Ara 

M.smeg. 
M.bovis 

BCG 

Région A 1 : 3,9 1 : 2,81 

Région C 1 : 1,8 1 : 2,52 

Région D 1 : 1,17 1 : 1,17 
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Des traces d’AG complet semblent également encore présentes dans la fraction C des 

fragments incomplets et une purification plus complète doit être effectuée afin de réaliser une 

quantification plus fine en RMN.  
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Conclusions et perspectives 

 Au vu des différents résultats présentés, ce chapitre sur l’identification des structures 

incomplètes d’AG peut finalement se diviser en deux phases. 

La première d’entre elle concerne les essais qui ont été réalisés sur l’AG total de M. bovis BCG 

uniquement. En se basant sur une étude préliminaire à l’ANR ayant montré que l’AG total 

purifié comportait de l’AG complet, c’est-à-dire en corrélation avec la littérature mais aussi des 

AG de plus petites tailles dont les structures n’ont jamais été étudiées, des analyses 

structurales ont été menées pendant le projet de thèse. En effet, ces AG tronqués peuvent 

très bien provenir d’une voie d’anabolisme encore inconnue et sont donc dans la continuité de 

cette partie de la thèse portant sur le catabolisme de la paroi mycobactérienne.  

Après avoir écarté l’hypothèse d’une dégradation lors de la purification de l’AG total, les 

différents composants de ce dernier ont été séparés par chromatographie d’exclusion stérique. 

Des fractions d’intérêts ont alors été collectées et analysées par spectrométrie de masse 

MALDI-TOF/TOF et RMN. L’ensemble des résultats obtenus a permis de faire ressortir 

principalement des structures L-Gal8-Ara4-9 et qui s’apparente bien à des fragments incomplets 

d’AG.  

Si l’on reprend maintenant ce qui a été décrit dans la littérature sur la structure de l’AG, les 

chaînes d’arabinane viennent se greffer sur les galactoses en position 8, 10 et 12 de la chaîne 

galactane. Les structures incomplètes qui ont été proposées sont composées de huit résidus 

de galactose où viennent s’ajouter ensuite les résidus d’arabinose ce qui est ainsi bien en 

concordance avec la structure que l’on retrouve dans la littérature (Figure V.16). En revanche, 

il a également été établi que les trois chaînes d’arabinane se placent sur la chaîne galactane 

une fois la biosynthèse de cette dernière achevée. Cet aspect n’est donc pas corrélé avec la 

structure qui a été trouvée dans laquelle des résidus d’arabinose se sont déjà greffés à la 

chaîne galactane encore incomplète et composée uniquement de huit résidus de galactose. 

 

Figure V.16. Structure des fragments d’AG retrouvées en spectrométrie de masse et leur lien 

avec la description de l’AG dans la littérature. 
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A partir de ces données, on peut alors imaginer deux scénarios : soit ces structures 

proviennent d’une nouvelle voie de biosynthèse encore inconnue soit d’un 

remodelage/catabolisme de l’AG faisant intervenir des glycosidases spécifiques qui 

viendraient couper la chaîne galactane juste en amont des branchements avec les chaînes 

arabinanes.  

 

 Avant de s’intéresser à cet aspect, il a fallu confirmer les structures qui ont été 

envisagées par de nouvelles purifications d’AG total provenant de M. bovis BCG mais aussi 

de M. smegmatis. Pour réaliser des analyses plus détaillées notamment pour de la 

quantification relative en RMN, il était également nécessaire d’améliorer la séparation et de 

purifier au maximum la fraction d’intérêt afin de la rendre exempt de toute contamination, que 

ce soit par l’AG complet ou de chaînes d’arabinose libres.  

Si la séparation a pu être optimisée grâce notamment à l’utilisation d’un support BioGel P10 à 

basse pression, les analyses qui ont suivies n’ont pas été à la hauteur des attentes et 

principalement en ce qui concerne la spectrométrie de masse. En effet, les structures 

préalablement trouvées n’ont pas été observées dans ce cas pour les deux espèces malgré 

des profils globaux très similaires avec les deux gaussiennes bien présentes mais des 

structures s’apparentant maintenant à des fragments d’arabinane et de galactane. Les 

protocoles de départ ont alors été repris mais sans plus de réussite.  

Pour les analyses RMN, des premières quantifications ont été effectuées grâce à une meilleure 

purification mais malheureusement, quelques traces d’AG subsistaient encore.  

 

 Suite aux nouvelles investigations menées sur les fragments incomplets d’AG, il n’est 

donc pas possible de conclure définitivement. Si les premières structures proposées sont très 

prometteuses, elles n’ont pour le moment pas été retrouvées et notamment en spectrométrie 

de masse. Il est pourtant clair que ces structures existent puisqu’elles ont été mises en avant 

selon plusieurs analyses différentes. La première hypothèse a alors été de se demander si 

des soucis techniques en spectrométrie de masse n’étaient pas la cause de ces pertes. Des 

analyses sur d’autres spectromètres de masse et notamment sur MALDI-QIT n’ont pas donné 

plus de résultats. Nous avons alors fait appel à l’expertise de l’équipe du Pr. Khoo (Academia 

Sinica, Taipei, Taïwan) afin de vérifier de manière certaine cette hypothèse. Les mêmes 

chaînes libres de galactose et d’arabinose ont été observées prouvant ainsi que le problème 

ne se situe pas au niveau de la spectrométrie de masse. 

 

 S’agit-il alors d’un problème en amont des analyses, peut être au niveau des cultures 

de mycobactéries qui rendraient plus fragiles ces fragments et qui pourraient se dégrader ? 

C’est vers ces pistes qu’il faudra se pencher pour la suite de l’étude afin de retrouver les 
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premières structures d’AG tronqué. Pour faire le lien avec le chapitre précédent, l’enzyme 

endo-β-(1→5)-galactofuranohydrolase de P. brevis qui a été identifiée pourra également être 

utilisée sur les fragments incomplets isolés afin de vérifier que celle-ci est bien active sur ces 

derniers. 

Il conviendra enfin d’isoler ces fragments des dernières traces d’AG complet qui persistent 

encore. Il sera alors possible à partir de là de mettre au point des expériences permettant 

d’éclaircir la question de la biosynthèse ou du catabolisme. S’il s’avère qu’ils proviennent du 

catabolisme, alors de nouvelles enzymes pourraient être identifiées dans ce processus et 

notamment de potentielles glycosidases. Des inhibiteurs pourraient de ce fait voir le jour pour 

des traitements anti-tuberculeux novateurs. 

Si en revanche il s’agit d’une nouvelle voie de biosynthèse, un sujet à part pourrait émerger 

car aucune découverte de voies alternatives n’a été faite à ce jour concernant ce versant. Cela 

pourrait ainsi venir bouleverser l’ordre établi selon lequel les chaînes d’arabinane viennent se 

greffer à la chaîne galactane de l’AG une fois la synthèse de cette dernière terminé.  
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I) Culture des mycobactéries 

 I.1) Préparation des milieux de culture 

- Milieu Middlebrok 7H9 : dans un flacon à stériliser de 1 L, ajouter 4,7g de Middlebrook 7H9 

en poudre (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) / 2,5 mL de tyloxapol à 20 % 

v/v / 10 mL de glycérol à 50 % v/v et ajuster le volume à 900 mL avec de l’eau désionisée. 

Stériliser à 120 °C pendant 10 min en autoclave. Après stérilisation, ajouter 100 mL d’OADC 

(Oleic Albumin Dextrose Catalase) déjà stérilisé sous Poste de Sécurité Microbiologique 

(PSM).  

 

- Milieu Sauton liquide : dans un flacon à stériliser de 1 L, ajouter 0,5 g de KH2PO4 / 0,5 g de 

MgSO4/ 4 g de L-asparagine / 2 g d’acide citrique / 50 mg de citrate d’ammonium ferrique / 60 

mL de glycérol / 100 uL de ZnSO4 à 1 % p/v et ajuster le volume avec 900 mL d’eau désionisée 

puis le pH à 7. Stériliser à 120 °C pendant 10 min en autoclave. Ajouter 2,5 mL de Tween 80 

à 20 % v/v après stérilisation sur membrane de 0,22 µm sous PSM. 

 

 I.2) Culture mycobactérienne en milieu liquide 

Les cultures sont réalisées en milieu liquide à partir d’une solution glycérol stock de 1 mL. 

M. smegmatis a été cultivée dans du milieu 7H9 et OADC puis a ensuite été cultivée 

exclusivement dans du milieu Sauton. L’espèce M. bovis BCG a quant à elle également été 

cultivée en milieu Sauton.  

Tout d’abord, la solution stock est transférée dans un flacon de culture de 25 cm2 avec 4 mL 

de milieu de culture. Lorsque l’absorbance à 600 nm (A600) est mesurée aux alentours de 3 

(c’est-à-dire en phase stationnaire), la culture est diluée dans un nouveau flacon de culture 

plus important de 75 cm² pour revenir à une absorbance se situant entre 0,6 et 0,8. La même 

opération est ensuite réalisée en passant cette fois-ci à un flacon de culture de 175 cm² 

correspondant à la taille de flaconnage maximale à avoir été utilisée. Les mycobactéries sont 

alors divisées par la suite lorsque l’A600 se situe en phase stationnaire et le restant de culture 

est centrifugé à 4000 tr.min-1 pendant 10 min à 4 °C. Le culot contenant les mycobactéries est 

alors repris dans du tampon PBS 1 X pour lavage. Enfin, après une nouvelle centrifugation, le 

culot mycobactérien est conservé à -20°C pour purification ultérieure. 

Les absorbances ont été mesurées en cuve de 1 cm de trajet optique sur un 

spectrophotomètre Jasco V-630 Bio (Jasco International CO. Ltd., Tokyo, Japon).  
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II) Purification de l’arabinogalactane mycobactérien 

 II.1) Lyse des mycobactéries 

 Les mycobactéries provenant du culot conservé à -20 °C sont tout d’abord lysées. Pour 

ce faire, environ 5 g de culot est repris dans 20 mL de tampon de lyse composé de 2 mM 

MgCl2 et 2 mM de DTT (Dithiothréitol) dans du PBS 1 X. Les cellules sont ensuite lysées par 

presse de French (2 passages à 1650 psi) ou par Emulsiflex. 

 

 Une fois les cellules lysées, celles-ci sont centrifugées à 14 000 tr.min-1 pendant 30 min 

à 4 °C après transfert dans des tubes en polypropylène de 30 mL qui peuvent supporter jusqu’à 

50 000 x g. Le culot C1 résultant de cette centrifugation sert pour la suite des manipulations 

et le surnageant S1 a été stocké à -20 °C et correspond au lysat protéique soluble total 

mycobactérien. 

 

 II.2) Extraction des protéines membranaires et obtention du complexe mycolyl-

arabinogalatane-peptidoglycane 

 Le culot issu de la lyse est repris dans un tampon d’extraction composé de 2 % v/v de 

Triton X-100 dans du PBS 1 X pour une extraction sur roller pendant une nuit à 4°C. Suite à 

cette extraction, l’échantillon est centrifugé à 14 000 tr.min-1 (rotor Beckman JA-20) pendant 

30 min toujours dans les tubes en polypropylène de 30 mL. Le surnageant S2 découlant de 

cette centrifugation contient les LAMs, LMs et PIMs mais n’a pas été utilisé dans le cadre du 

projet de thèse. Le culot C2 en revanche est nécessaire pour les étapes suivantes de 

purification de l’AG.  

 

 Ce culot C2 est transféré dans un tube en verre (Corex 8445) de 30 mL après ajout 

d’un second tampon d’extraction constitué de 2 % de SDS p/v dans du PBS 1 X car des 

chauffages sont réalisés lors de cette étape. Trois extractions successives sont ainsi 

effectuées à 95 °C pendant 1 h avec entre chaque extraction une centrifugation à 

10 000 tr.min-1 (rotor Beckman JA-20) pendant 30 min pour reprendre le culot dans du tampon 

neuf.  

Enfin, le culot est lavé dans l’eau puis dans un mélange 80 % acétone/20 % H2O v/v et pour 

terminer dans 100 % d’acétone. Ce dernier est alors séché pour donner le mAGP. 

 

 II.3) Isolement de l’arabinogalactane total 

 Le mAGP obtenu est dans un premier temps soumis à une saponification des acides 

mycoliques par du KOH à 2 % p/v dans le toluène/méthanol 1:1 pendant 48 h à 70 °C sous 
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agitation et reflux. Une centrifugation à 10 000 tr.min-1  (rotor Beckman JA-20) pendant 30 min 

à 20 °C dans des tubes en verre suite à cette saponification permet de distinguer le surnageant 

contenant les esters méthyliques d’acides mycoliques qui n’ont pas été conservés du culot 

constitué de l’AGP. 

Ce dernier est repris dans 2 M de NaOH pour une lyse alcaline à 80 °C sous agitation pendant 

16 h. Une centrifugation dans les mêmes conditions que celles employées précédemment 

permet de récupérer l’AG total dans le surnageant et le PG dans le culot qui n’a pas été gardé 

non plus. Par la suite, seule l’étape de la lyse alcaline a été effectuée directement sur le mAGP 

sans passer par l’étape de saponification pour arriver à l’AG total. En effet, les acides 

mycoliques n’ayant pas été utilisés, la première lyse plus douce qui permet de les récupérer 

spécifiquement a pu être enlevée. 

Après la lyse alcaline, il convient de neutraliser le surnageant avec de l’HCl puis une nouvelle 

centrifugation est réalisée pour éliminer les dernières traces de PG. Enfin, l’AG est dialysé sur 

membrane de 1 kDa pendant 3 jours avec un changement d’eau Ultrapure toutes les demi-

journées puis il est lyophilisé pour récupérer environ 60 mg d’AG total purifié en moyenne en 

partant d’un culot humide de 5 g de mycobactéries. 

 

 II.4) Séparation des différents composants de l’arabinogalactane total 

 Pour la séparation de l’AG complet des fragments incomplets, des chromatographies 

d’exclusion stérique (ou gels filtration) sont effectuées sur deux types de support différents 

avec les programmes suivants : 

- Toyopearl HW-40 (Tosoh Bioscience, Tokyo, Japon) : colonne de 30 mL (25 x 1,2 cm) utilisée 

à un débit de 0,5 mL/min en eau Ultrapure. L’équilibration de la colonne est réalisée sur 1 CV 

(Column Volume) et l’élution sur 1,2 CV avec un suivi par mesure de l’absorbance à 215 et 

280 nm. Les fractions sont récupérées dans une plaque 96 puits avec 500 µL dans chaque 

fraction soit 72 fractions collectées au total. 

 

- Sephacryl-S200 HR (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA) : colonne de 20 mL (25 x 1 cm) 

avec un débit de 0,5 mL/min en eau Ultrapure. L’équilibration de la colonne est réalisée sur 1 

CV et l’élution sur 1,2 CV avec un suivi par mesure de l’absorbance à 215 et 280 nm. Les 

fractions sont récupérées dans une plaque 96 puits avec 500 µL dans chaque fraction soit 48 

fractions collectées au total. 
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III) Purification du lysat protéique soluble totale de M. smegmatis  

 III.1) Chromatographies d’exclusion stérique 

Pour la première et troisième étape de purification du lysat protéique soluble total de                   

M. smegmatis, deux supports différents sont requis : 

- Sephacryl-S200 HR : Les conditions sont les mêmes que celles décrites ci-dessus pour la 

séparation de l’AG total mais le tampon utilisé ici est du tampon phosphate à 20 mM pH7,4 

avec 0,05 % de Tween 80 v/v pour une meilleure solubilité des protéines. 

 

- Superdex 75 (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA) : Comme les autres gels filtration, un 

programme isocratique est créé avec ici un débit de 1 mL/min en tampon phosphate 20 mM 

pH 7,4 avec du Tween 80 0,05 % v/v pour un volume total de colonne de 120 mL (60 x 1,6 

cm). L’équilibration de la colonne est réalisée sur 1 CV et l’élution sur 1,2 CV avec un suivi par 

mesure de l’absorbance à 215 et 280 nm. Les fractions sont récupérées dans une plaque 96 

puits avec 2 mL dans chaque fraction soit 72 fractions collectées au total. 

 

 III.2) Chromatographie échangeuse d’anions 

 Le support privilégié pour la seconde étape de purification du lysat total est la MonoQ 

GL 5/50 (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA). Deux tampons sont préparés pour réaliser 

un gradient d’élution avec les compositions suivantes : Tampon A : TrisHCl 20 mM pH 8 / 

Tampon B : TrisHCl 20 mM et NaCl 1 M pH 8. Le débit choisi pour toute l’analyse est de 

1 mL/min. 

Le programme se déroule ensuite comme suit :  

- équilibration de la colonne : 5 CV à 100 % de tampon A; 

- chargement de l’échantillon par la boucle d’injection : 20 mL; 

- lavage des protéines non retenues : 2 CV à 100 % de tampon A; 

- élution des protéines : 20 CV selon un gradient linéaire pour atteindre 100 % de tampon B; 

Les fractions sont collectées durant cette élution avec un volume de 2 mL pour chacune d’entre 

elles soit 40 fractions recueillies au total; 

- lavage de la colonne : 5 CV à 100 % de tampon B; 

- rééquilibration de la colonne : 5 CV à 100 % de tampon A. 

 

 III.3) Fractionnement subcellulaire des protéines mycobactériennes 

 Le fractionnement des protéines se fait à partir du surnageant S1 (lysat protéique 

soluble) issu de la lyse cellulaire des mycobactéries mais aussi du culot C1.  

Le surnageant S1 est soumis à deux ultracentrifugations sur un appareillage  Optima-XE-90 

(Beckman Coulter, Brea, Californie, USA) à 100 000 x  g de 3 h chacune à l’aide d’un rotor 
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Beckman SW41 TI. Les deux surnageants en découlant contiennent les protéines 

cytosoliques.  

Le culot total provenant des ultracentrifugations est  quant à lui repris dans 4 % de Triton X-

114 (v/v) dans du tampon PBS 1 X puis mis sous agitation douce à 4 °C pendant 2 h. 

L’opération est répétée une seconde fois et les surnageants sont rassemblés puis placés à 

l’étuve pendant 15 min à 37 °C pour extraction. La phase aqueuse contient les protéines 

membranaires hydrophiles et la phase au Triton X-114 se composent des protéines 

membranaires hydrophobes. 

Le culot C1 est exposé au même protocole que pour les protéines membranaires avec 

l’extraction au Triton X-114. La phase aqueuse est constituée ici des protéines de la paroi 

hydrophiles et la phase au détergent Triton X-114 contient les protéines de la paroi 

hydrophobes. 

 

IV) Production et purification de protéines recombinantes 

 Pour cette production, il est important de distinguer les candidates potentielles à la 

fonction arabinase commandés auprès de la la firme GeneCust et l’enzyme de P. brevis fourni 

par l’équipe du Dr. William Helbert et dont le protocole ne démarre qu’à partir de la section 

IV.3. 

 

 IV.1) Amplification des plasmides  

 Les différents plasmides sont reçus sous forme lyophilisés avec plusieurs étiquettes 

contenues dans le vecteur d’expression pET-32a d’E. coli (Trx-Tag / S-Tag / Poly-His) et ils 

sont tous ampicilline-résistants. Ces plasmides sont tout d’abord amplifiés selon le protocole 

qui va être décrit ci-après. Les plasmides qui sont reçus sous forme lyophilisée sont centrifugés 

à 13 000 tr.min-1 (rotor Beckman JA-20) pendant 1 min avant d’être repris dans 20 µL de 

tampon TE (TrisEDTA 1 mM à pH 8). Un µL de chaque est ensuite transféré dans un tube de 

1,5 mL dans lequel est ajouté 2 µL d’eau Ultrapure suivi de 90 µL de bactéries compétentes 

XL-1 blue d’E.coli contenues dans une solution glycérol stock. Le mélange réactionnel est 

alors laissé dans la glace pendant 10 min puis placé à 42 °C pendant 45 s sans agitation pour 

transformer  la bactérie compétente avec le plasmide et enfin remis dans la glace pendant 10 

min. Six cents µL de milieu LB (Lysogeny Broth) sont ensuite ajoutés et le tout est placé à 37 

°C pendant 45 min avec agitation à 160 tr.min-1.  

Deux cents µL du mélange final est prélevé pour réaliser une culture en fiole de 250 mL et le 

restant est déposé sur boîte LB-Agar ampicilline résistante. Pour la culture en fiole, 100 mL de 

milieu LB ainsi que 100 µL d’une solution à 100 mg/mL d’ampicilline dans l’eau sont ajoutés 

et le tout est incubé à 37 °C 160 tr.min-1 sur une nuit. 
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 La préparation du milieu LB liquide s’effectue en mélangeant 10 g de tryptone, 10 g de 

NaCl et 5 g d’extrait de levure dans 1L de volume finale complété avec de l’eau désionisée. 

Pour le LB-Agar, la même préparation est réalisée mais en y ajoutant 12 à 15 g/L d’Agar.  

Les deux milieux sont ensuite autoclavés à 120°C pendant 20 min. Pour le LB-Agar, il faut le 

couler dans des boîtes de Pétri avec l’antibiotique adéquate (100 µg/mL pour l’ampicilline) 

lorsqu’il est encore chaud puisqu’il se solidifie à froid. 

 

 IV.2) Purification de l’ADN plasmidique 

 Les 100 mL de la culture en fiole issus du protocole précédent sont utilisés pour 

purification de l’ADN du plasmide. Pour ce faire, le kit NucleoBond® Xtra plasmid purification 

(Macherey-Nagel, Düren, Allemagne) a été utilisé en suivant le protocole Midi du fabricant 

associé. En fin de protocole, 160 µL de plasmide dans du tampon TE est obtenu et les 

concentrations sont mesurées grâce au spectrophotomètre NanoDrop 2000 (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). 

 

 IV.3) Induction de l’expression des protéines recombinantes 

 Avant de passer à l’induction, le même protocole que celui utilisé pour la multiplication 

du plasmide est reproduit sur 1 µL de plasmide purifié et en utilisant d’autres souches de 

bactéries compétentes comme les BL-21, C41, C43 ou encore Shuffle d’E. coli. De plus, seule 

la culture sur boîte de Pétri est effectuée en fin de protocole sur les 680 µL d’échantillon.   

C’est à partir de ce point que le plasmide de l’enzyme de P. brevis a été travaillé car ce dernier 

a été reçu directement sur boîte de Pétri. Le vecteur d’expression contient quant à lui 

uniquement une étiquette 6His minimale. La bactérie compétente utilisée pour l’induction a 

également différé puisqu’il s’agit de Rosetta pLysS d’E.coli qui est un dérivé de BL-21 et le 

plasmide est ici kanamycine/chloramphénicol résistant.  

Dans tous les cas, à partir de la culture sur boîte de Pétri, les inductions ont été lancées avec 

les contrôles associés en suivant le protocole décrit ci-dessous : 

- préparation des échantillons contrôles (non induits) : 1 à 2 colonies sont prélevées sur la 

boîte de Pétri et transférées dans une flasque de culture de 5 mL contenant 1 mL de milieu LB 

(+ 1 µL de kanamycine à 50 mg/mL dans l’eau et 1 µL de chloramphénicol à 34 mg/mL dans 

l’éthanol pour le plasmide de l’enzyme de P. brevis ou 1 µL d’ampicilline à 100 mg/mL dans 

l’eau pour les autres plasmides) avant une remise en culture à 37 °C pendant 2 à 3 h à 

160 tr.min-1. L’A600 est ensuite mesurée et doit idéalement se situer entre 0,5 et 0,8 puis le 

rapport 100/A600 est réalisé pour connaître le volume à prélever en µL et ainsi préparer 2 à 3 

aliquotes dans des tubes de 1,5 mL. Enfin, ces tubes sont centrifugés 5 min à 13 000 tr.min-1 
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(rotor Beckman JA-20) et le surnageant est éliminé. Le culot est conservé à -20 °C pour un 

dépôt sur gel SDS-PAGE ultérieur [498];  

 

- échantillons issus de l’induction de l’expression des protéines : 1 à 2 colonies sont prélevées 

sur la boîte de Pétri et transférées dans une flasque de culture de 5 mL contenant 1 mL de 

milieu AIM (Auto Induction Medium) (+ 2 µL de la solution mère à 1000 X du ou des 

antiobiotique(s) correspondant(s)) avant une remise en culture à 37 °C pendant 2 à 3 h à 160 

tr.min-1. Une centrifugation est alors réalisée à 3900 tr.min-1 (rotor Eppendorf A-4-44) pendant 

10 min à 4 °C et le surnageant est éliminé. Le culot est transféré dans un tube à centrifuger 

de 50 mL grâce à 10 mL de milieu AIM et le tout est remis en culture pendant une nuit à 37 °C 

160 tr.min-1. L’A600 est ensuite mesurée puis le rapport 100/A600 est effectué pour connaître le 

volume à prélever en µL et ainsi préparer 2 à 3 aliquotes dans des tubes de 1,5 mL (le restant 

est centrifugé à 3900 tr.min-1 (rotor Eppendorf A-4-44) pendant 10 min à 4°C et le culot est 

conservé à -20°C pour être utilisé ultérieurement). Enfin, ces tubes sont centrifugés 5 min à 

13 000 tr.min-1 et le surnageant est éliminé. Le culot est conservé à -20 °C pour un dépôt sur 

gel SDS-PAGE ultérieur. 

 

Il est à noter que pour tous les antibiotiques utilisés, une solution mère à 1000 X est toujours 

préparée et que 0,1 % du volume final de la solution à préparer est ensuite prélevé afin de se 

retrouver avec une concentration finale en antibiotique à 1 X (soit 100 µg/mL pour l’ampicilline, 

500 µg/mL pour la kanamycine et 340 µg/mL pour le chloramphénicol).  

La préparation du milieu AIM utilisée pour l’induction de l’expression des différentes protéines 

s’effectue en mélangeant 10 g de tryptone, 5 g d’extrait de levure, 3,3 g de (NH4)2SO4, 6,8 g 

de KH2PO4, 7,1 g de Na2HPO4 (.2H2O), 0,5 g de glucose, 2 g de lactose et 0,15 g de MgSO4 

(.7H2O) dans un flacon Schott de 1 L complété avec de l’eau désionisée jusqu’au 1L. Le milieu 

est ensuite autoclavé à 120°C pendant 20 min. 

En parallèle à ces inductions, des solutions glycérol stock sont réalisées à partir des cultures 

sur boîte de Pétri en prélevant 1 à 2 colonies pour les transférer dans une flasque de culture 

de 5 mL contenant 2 mL de milieu LB (+ 3 µL de l’antiobiotique correspondant à 1000 X). Le 

tout est ensuite incubé à 37°C pendant 8 h à 160 tr.min-1 avant d’y ajouter 1 mL de glycérol 

stérile. Enfin, 3 aliquotes sont préparés dans des flacons de 1,8 mL contenant chacun 1 mL 

de la culture afin d’être conservés à -80°C. 

 

 IV.4) Electrophorèse SDS-PAGE 

 Les échantillons induits ainsi que les contrôles non induits sont analysés par 

électrophorèse SDS-PAGE. Pour ce faire, les échantillons sont repris dans 15 µL d’eau 

Ultrapure et 5 µL de tampon Laemmli 4 X. Ils sont ensuite agités au vortex puis centrifugés à 
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13 000 tr.min-1 pendant 3 min. Enfin, les échantillons sont chauffés à 95 °C pendant 5 min 

avant d’être déposés sur un gel SDS-PAGE 10% (1 mm d’espace entre les plaques). 

 

 IV.5) Lyse des bactéries compétentes 

 Lors de l’induction, le restant du culot provenant de la culture en milieu AIM conservé 

à -20 °C est utilisé pour réaliser la lyse des bactéries. Cette lyse est effectuée après reprise 

du culot dans 7 mL de tampon PBS 1 X et transfert dans un tube à centrifuger de 15 mL par 

sonication (10 min, 0,5 s de pulse et 0,5 s de repos à 95% de puissance). 

Une fois lysées, les cellules sont centrifugées à 3900 tr.min-1 pendant 10 min à 4°C. Le culot 

contenant les protéines insolubles est repris dans 1 mL d’eau Ultrapure et 20 µL de la solution 

est transféré dans un tube de 1,5 mL pour centrifugation à 13 000 tr.min-1 (rotor Beckman JA-

20) pendant 3 min. Le culot est alors déposé sur gel SDS-PAGE selon le protocole décrit ci-

dessus. 

Quarante µL du surnageant contenant les protéines solubles est quant à lui transféré dans un 

eppendorf dans lequel est ajouté 40 µL de TCA à 100 % p/v pour précipiter les protéines à -

20°C pendant 10 min. Après centrifugation à 3900 tr.min-1 (rotor Eppendorf A-4-44) pendant 

10 min à 4 °C, le surnageant est éliminé et le culot est lavé 2 à 3 fois à l’acétone. Enfin, ce 

culot est déposé sur SDS-PAGE toujours selon le même protocole. 

  

 IV.6) Expression des protéines recombinantes pour purification 

 Pour purifier les protéines recombinantes, il faut au préalable réaliser une culture à plus 

grande échelle afin de récupérer un maximum de matériel. Pour ce faire, deux pré-cultures 

sont lancées sur la journée dans des tubes à centrifuger de 50 mL en partant d’une à deux 

colonies sur boîte de Pétri et en y ajoutant 10 mL de milieu AIM (et 20 µL de l’antibiotique 

associé) pour incubation à 37°C et 160 tr.min-1. En fin de journée, les deux tubes sont 

centrifugés à 3900 tr.min-1 (rotor Eppendorf A-4-44) pendant 10 min et les culots sont repris 

dans du nouveau milieu AIM. Ensuite, ces derniers sont transférés dans une fiole de 5 L 

contenant 1 L de milieu AIM au total (et 2 mL de l’antibiotique correspondant) pour incubation 

une nuit à 37°C 160 tr.min-1. Le lendemain, la culture est centrifugée à 5000 tr.min-1 pendant 

30 min dans des bocaux spécifiques pour rotor JLA 8.1000.  

Le culot est transféré dans un tube à centrifuger de 50 mL pour une seconde centrifugation à 

3900 tr.min-1 (rotor Eppendorf A-4-44) pendant 10 min à 4°C dans 20 mL de tampon PBS 1 X. 

Une lyse est alors effectuée par sonication selon les conditions décrites ci-dessus après 

reprise du culot dans du tampon PBS 1 X frais. Une dernière centrifugation est réalisée à 3900 

tr.min-1 (rotor Eppendorf A-4-44) pendant 10 min à 4°C pour ne garder que le surnageant 

contenant les protéines solubles. 
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Enfin, ce surnageant est soumis à une chromatographie IMAC sur système Äkta Start (GE 

healthcare, Chicago, Illinois, USA) pour purification de la protéine recombinante d’intérêt 

possédant une chaîne poly-His selon le protocole de la partie suivante. 

 

 IV.7) Purification des protéines recombinantes par chromatographie IMAC 

Préparation des tampons : 

- tampon A (tampon de lavage) : 500 mM de NaCl, 20 mM d’imidazole et 0,05% (v/v) de Tween 

20 sont ajoutés dans du tampon phosphate 20 mM pH 7,4 pour un volume total de 1L; 

- tampon B (tampon d’élution) : 500 mM de NaCl, 250 mM d’imidazole et 0,05% (v/v) de Tween 

20 sont ajoutés dans du tampon phosphate 20 mM pH 7,4 pour un volume total de 50 mL; 

- tampon de dessalage : 150 mM de NaCl et 0,1 % (p/v) de NaN3 sont ajoutés dans du tampon 

TrisHCl 40 mM pH 7,4 pour un volume total de 250 mL. 

 

La première étape requiert un support HiTrap HP de 5 mL (GE healthcare, Chicago, Illinois, 

USA) utilisée à un débit de 1 mL/min selon le programme suivant : 

- équilibration de la colonne : 5 mL du tampon A et 5 mL du tampon B; 

- chargement de l’échantillon : en général environ 40 mL en utilisant l’injection par la pompe. 

- lavage de la colonne : 10 CV à 100 % de tampon A; 

- volume d’élution isocratique : 5 CV à 100 % de tampon B avec collecte des fractions dans 

des eppendorfs de 1,5 mL (1 mL de l’éluat dans chaque fraction); 

- rééquilibration de la colonne : 5 CV à 100 % de tampon A. 

 

Les fractions d’intérêt sont assemblées puis soumises à une seconde purification sur support 

HiTrap HP de 1 mL en utilisant les mêmes paramètres que la première purification mais avec 

15 CV de lavage de colonne au lieu de 10 et les fractions sont collectées par volume de 500 

µL par tube. Les fractions positives sont également réunies mais cette fois-ci par deux pour 

arriver à un volume de 1 mL. 

La dernière étape consiste à dessaler les fractions à l’aide du support Desalting HiTrap 5 mL 

(GE healthcare, Chicago, Illinois, USA) et du tampon de dessalage. Le programme est déjà 

préétabli et l’injection se fait ici par la boucle (1 mL). Enfin, les différentes fractions positives 

sont réunies contenant l’enzyme d’intérêt purifiée et dessalée. 

 

 IV.8) Dosage des protéines par le test BCA (Bicinchoninic Acid) 

 Tous les dosages protéiques ont été effectués par la méthode micro BCA sur 

microplaque 96 puits. Tout d’abord, une gamme étalon d’albumine de sérum bovin (SAB) est 

réalisée comme décrit dans le tableau ci-dessous : 
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Ensuite, le réactif colorimétrique pour le dosage est préparé à partir du kit Micro BCATM Protein 

Assay (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) en suivant le protocole du 

fabricant. 

Dans chaque puit, 25 µL de la solution étalon à doser est déposée avec 200 µL de réactif en 

triplicata. De la même manière, la solution protéique dont on souhaite connaître la 

concentration est également déposée selon plusieurs dilutions. La microplaque est enfin 

incubée à 37 °C pendant 30 min et une lecture de l’absorbance est effectuée à 562 nm. 

 

V) Méthodes analytiques 

 V.1) HPAEC-PAD 

 Les analyses HPAEC-PAD ont nécessité l’utilisation de deux tampons avec la 

composition suivante : Tampon A : NaOH 100 mM et tampon B : NaOH 100 mM + AcNa 1 M. 

Ensuite, un gradient est réalisé sur colonne PA-200 (3 mm x 250 mm) avec colonne de garde 

PA-200 (3 mm x 50 mm) selon le programme suivant : 

- de 0 à 58 min : 100 % de tampon A à 0,250 mL/min; 

- de 58 à 88 min : 60 % de tampon A / 40 % de tampon B à 0,250 mL/min; 

- de 88 à 95 min : 20 % de tampon A / 80 % de tampon B à 0,250 mL/min; 

- de 95 à 115 min : Retour à 100 % de tampon A à 0,250 mL/min; 

- de 115 à 117 min : Passage à 0,050 mL/min toujours à 100 % de tampon A. 

Les produits issus de la chromatographie peuvent être collectés grâce à un système de 

collecte automatique par temps de rétention ou par pic. 

 

 V.2) Spectrométrie de masse (MS) 

 Les échantillons sont analysés de manière native ou sont perméthylés toujours selon 

la méthode de Ciucanu et Kerek [213] avant l’analyse par spectrométrie de masse.  

Les échantillons natifs ou perméthylés sont ensuite mélangés à une matrice d’acide 2,5-

dihydroxybenzoïque (10 mg/mL dissout dans un mélange ACN/H2O (1:1 v/v)) puis déposés 

sur une plaque MALDI. Les analyses sont menées sur un spectromètre de masse MALDI 

TOF/TOF ABI 4800 (Applied Biosystems, Foster City, Californie, USA) ou par MALDI-QIT-TOF 

SAB à 500 µg/mL (uL) Tampon PBS 1 X (uL)
Concentration finale en 

SAB (ug/mL) 

0 100 0

5 95 25

10 90 50

20 80 100

40 60 200

60 40 300

80 20 400

100 0 500
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(Shimadzu, Kyoto, Japon). Les spectromètres opèrent en mode réflectron positif et pour 

chaque spectre, 5000 impacts laser sont accumulés. Les spectres de masse sont retraités par 

le logiciel Data Explorer® d’Applied Biosystems pour le TOF/TOF et par le logiciel Shimadzu 

Biotech MALDI MS pour le QIT-TOF. 

 

 V.3) Résonance magnétique nucléaire (RMN) 

 Les analyses RMN sont acquises sur plusieurs spectromètres différents selon les 

expériences : 

- un spectromètre Bruker Avance II 400 MHz (Bruker, Billerica, Massachusetts, USA) équipé 

d’une sonde BBO de 5 mm résonant à 400 MHz pour le 1H et 100,6 MHz pour le 13C;  

- un spectromètre Bruker Avance III 800 MHz équipé d’une sonde BBI résonant à 800 MHz 

pour le 1H et à 201,2 MHz pour le 13C; 

- un spectromètre Bruker Avance III 900 MHz avec une sonde BBO résonant à 900 MHz pour 

le 1H et à 226,3 MHz pour le 13C.  

Les échantillons sont dissouts dans 500 µL de 2H2O (99,96 % 2H, Eurisotop®) et les 

expériences RMN sont réalisées à 293 K. Les déplacements chimiques du 1H sont exprimés 

en ppm et sont corrélés au signal méthyl de l’acétone ( 1H 2,225 ppm et  13C 31,55 ppm) 

utilisé comme standard interne. Enfin, les expériences 1H-1H COSY 90 et 1H-13C HSQC sont 

effectuées en utilisant des séquences standard de Bruker et optimisées pour chaque analyse. 

 

 V.4) Chromatographie en phase gazeuse (GC) 

  V.4.a) Dérivation des échantillons  

 Les glycannes doivent être dérivés pour les rendre volatils en effectuant une 

perméthylation comme décrit précédemment, par triméthylsylilation (TMS) ou encore par la 

méthode des itols-acétates.  

 

La dérivation au TMS se compose de 3 étapes : 

1- méthanolyse : 0,5 à 5 µg de glycanes sont lyophilisés dans un tube en verre avec un 

bouchon en téflon et 2 µg/mL de mésoinositol sont ajoutés comme standard interne. Les 

glycanes sont méthanolysés dans 500 µL de méthanol/HCl 0,5 M anhydre et chauffés à 80°C 

pendant 24 h; 

2- N-réacétylation : cette étape est nécessaire uniquement si le glycanne comporte des 

groupements N-acétylés. Après refroidissement, la solution est neutralisée par addition à la 

pointe de spatule du carbonate d’argent Ag2CO3
4- jusqu’à pH 6-7. Les molécules sont N-

réacétylées par 20 µL d’anhydride acétique pur pendant une nuit à température ambiante à 
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l’obscurité. Le tube est centrifugé à 2000 x g pendant 5 min de manière à sédimenter le 

carbonate d’argent. Le surnageant est transféré dans un tube pyrex à bouchon téflon;  

3- silylation : 10 µL de pyridine et 20 µL de BSTFA (bis-silyl-trifluoroacétamide) sont ajoutés 

puis les monosaccharides sont dérivés pendant 2 h à température ambiante pour injection en 

GC. 

 

La méthode des itols-acétates se décompose quant à elle en 4 étapes : 

1- hydrolyse : 5 à 10 µg de glycannes sont lyophilisés avec 10 µL d’une solution à 1 mg/mL 

de mésoinositol comme standard interne. 1 mL d’ATFA 4M sont ajoutés puis après agitation, 

l’échantillon est chauffé à 100°C pendant 4 h. Ce dernier est ensuite évaporé sous courant 

d’azote et le restant d’ATFA est co-distillé 4 fois avec du méthanol puis mis dans un 

dessiccateur sous vide en présence de soude ou de P2O5; 

2- réduction : 0,5 mL d’une solution à 10 mg/mL de NaBH4 ou NaBD4 dans l’ammoniaque 1 M 

est ajouté et l’échantillon est laissé 4 h à température ambiante. La réduction est arrêtée par 

quelques gouttes d’acide acétique pur jusqu’à arrêt du bullage (le pH doit également être 

acide). L’échantillon est alors séché sous courant d’azote puis placé sous dessiccateur une 

nuit; 

3- co-distillation des borates de méthyl : 1 à 2 mL de méthanol/acide acétique 10 % est ajouté 

puis l’ensemble est évaporé à sec sous courant d’azote. Cette opération est répétée 3 fois et 

une dernière évaporation est réalisée par 1 mL de méthanol pur; 

4- péracétylation : 0,5 mL d’anhydride acétique est ajouté et l’échantillon est agité puis mis à 

100 °C pendant 4 h. Une évaporation est ensuite effectuée sous azote sans excès car les 

glycannes sont très volatils à ce stade. Une extraction au chloroforme est réalisée suivie de 4 

lavages à l’eau Ultrapure. La phase chloroformique est enfin transvasée dans un tube de type 

vial et séchée sous azote avant d’être reprise par 20 à 50 µL de chloroforme pour analyse en 

GC; 

 

  V.4.b) Analyses en GC et GC-MS 

 Le même type d’appareillage que pour les analyses du pan de thèse Candida sont 

utilisées ici.  

Pour les glycannes dérivés au TMS, le programme chromatographique démarre à 120 °C avec 

un gradient de température à 2 °C/min jusqu’à 240 °C suivi d’un palier de 10 min à cette 

température. Pour les glycanes dérivés avec la méhode des itols-acétates, le programme 

commence à 120 °C avec un gradient de température à 3 °C/min jusqu’à 230 °C puis d’un 

second gradient à 10 °C/min pour atteindre 270 °C et enfin d’un palier à 270 °C pendant 10 

min. 
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ANNEXE 1   

Tableau récapitulatif des anayses LC-MS 

issues de la première campagne de purification 

de l’arabinase de M. smegmatis  
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Le tableau présenté dans cette Annexe 1 contient les différentes informations issues des 

analyses LC-MS qui ont été réalisées par la Plateforme de Protéomique et Peptides Modifiés 

P3M de l’Institut Pasteur de Lille lors de la première campagne de purification de l’endo-D-

arabinase chez M. smegmatis. 

Les échantillons qui ont été fournis pour ces analyses se sont composés de trois fractions 

provenant du lysat protéique total soluble de M. smegmatis préalablement purifié par gel-

filtration puis par chromatographie échangeuse d’anions. La fraction 1D8 est la fraction 

contenant la majorité de l’activité endo-D-arabinase identifiée et constitue donc la fraction 

d’intérêt; la fraction 1D4 est une fraction adjacente à 1D8 ne possédant aucune activité endo-

D-arabinase (fraction contrôle négatif) et la fraction 1D10 est également une fraction adjacente 

à 1D8 mais possédant une faible activité endo-D-arabinase (fraction contrôle positif).  

Les analyses de ces fractions a permis d’établir un score de pertinence et les protéines 

identifiées dans la fraction d’intérêt ont été classées dans le tableau reporté ci-dessous en 

fonction de ce score. 

Deux cents quarante huit protéines ont ainsi été retenues grâce à ce système de score et ont 

été soumises à un travail bioinformatique afin de sélectionner 5 candidates potentielles à la 

fonction endo-D-arabinase (encadrées en rouge dans le tabeau) 
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ANNEXE 2 
Tableau récapitulatif des protéines candidates 

de M. smegmatis sélectionnées pour la 

fonction endo-D-arabinase à partir des 

analyses LC-MS de la première et seconde 

campagne de purification.  
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 Le tableau présenté ci-dessous contient uniquement les protéines candidates ayant 

été retenues suite à la seconde campagne de purification de l’endo-D-arabinase chez                 

M. smegmatis et aux analyses LC-MS. Cette seconde campagne a été réalisée selon les 

mêmes conditions que la première en ajoutant ici une troisième étape de purification par gel-

filtration.  

Les données qui ont été répertoriées dans ce tableau concernent trois fractions comme 

précédemment (ici 1H3 fraction d’intérêt, 1H1 fraction adjacente positive et 1H6 fraction 

adjacente négative). Les différentes valeurs qui avaient été obtenues lors de la première 

campagne ainsi que le score ont également été remis dans le tableau pour comparaison.  
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Les glycannes sont des acteurs essentiels des relations hôtes-pathogènes qui s’établissent lors d’une 

infection et l’influence de ces composés complexes est loin d’être élucidée. Dans ce projet, ces relations 

ont été étudiées en se focalisant sur les glycannes provenant de deux organismes pathogènes majeurs 
pour l’Homme, à savoir Candida albicans et Mycobacterium tuberculosis. 

 D’un côté, Candida albicans a été étudié dans le cadre des candidoses invasives (CI) 

rencontrées principalement dans les services de réanimation. Cette infection fongique est très 

préoccupante car les taux de mortalité restent extrêmement élevés due à un diagnostic précoce qui fait 

cruellement défaut. En effet, l’outil de référenceaujourd’hui utilisé pour leur diagnostic est l’hémoculture 

mais celle-ci n’est positive que dans 50 % des cas. D’autres tests diagnostiques ont été développés en 

ciblant notamment les composants de la paroi cellulaire de Candida comme les β-D-(1→3)-glucanes 

ou encore les mannanes mais ces derniers représentent un coût exorbitant pour les hôpitaux et ils sont 

très hétérogènes en termes de performance. C’est donc dans ce cadre que nous avons participé à 

l’élaboration d’un test de diagnostic des CI basé sur l’analyse et la quantification par spectrométrie de 
masse d’un disaccharide sérique provenant du métabolisme des glycannes de C. albicans. Différentes 

cohortes locales mais aussi européennes ont été mises en place pour l’étude des performances de ce 

nouveau test. Un versant plus fondamental a également permis de mettre en avant le tréhalose comme 

étant le disaccharide retrouvé dans les sérums de patients infectés. 
 D’un autre côté, Mycobacterium tuberculosis, qui cause la tuberculose humaine, est la première 

cause de décès dans le monde lié à un seul pathogène et l’émergence de souches multi-résistantes a 

mis en avant le besoin urgent de nouvelles cibles médicamenteuses. Dans ce contexte, nos travaux ont 

porté sur la recherche de glycosidases impliquées dans le catabolisme de la paroi mycobactérienne et 

plus particulièrement de l’arabinogalactane (AG) qui représente un versant très peu documenté de la 

biologie de la paroi mycobactérienne à l’heure actuelle. Les investigations ont d’abord permis d’identifier 

une exo-galactofuranohydrolase mais aussi, dans le cadre de cette thèse, une galactose mutarotase 

impliquée dans le recyclage du galactose de la chaîne galactane de l’AG suite à l’action de la première 

enzyme. 

 
Mots-clés: relations hôte-pathogène, mycobactéries, Candida, paroi cellulaire, glycannes, biochimie, 

bioanalytique, microbiologie. 
 

★★★ 

 The glycans are essential actors of the host-pathogen connections that are established during 

the infection and the influence of these complex compounds is far from being elucidated. In this project, 

these interactions were studied by focusing on glycans from two major pathogenic organisms for 

humans, namely Mycobacterium tuberculosis and Candida albicans.  

 On one side, Candida albicans has been studied in the context of invasive candidiasis (IC) 

encountered mainly in intensive care units. This fungal infection is very worrying because mortality rates 

remain extremely high due to an early diagnosis that is sorely lacking. Indeed, the gold standard used 

for their diagnosis is the blood culture but it is only positive in 50 % of cases. Other diagnostic tests have 

been developed by targeting Candida cell wall components such as β-D-(1→3)-glucans or mannan, but 

they represent an exorbitant cost for hospitals and are very heterogeneous in term of performance. It is 

therefore in this context that we participated in the development of an IC diagnostic test based on mass 

spectrometry analysis and quantification of a serum disaccharide derived from the metabolism of C. 

albicans glycans. Different local but also European cohorts have been set up to study the performance 

of this new test. A more fundamental side also highlighted trehalose as the disaccharide found in the 

sera of infected patients. 

 On the other hand, Mycobacterium tuberculosis, which causes human tuberculosis, is the 

leading cause of death in the world linked to a single pathogen and the emergence of multi-resistant 

strains has highlighted the urgent need of new drug targets. In this context, our work focused on the 

research of glycosidases involved in the catabolism of the mycobacterial cell wall and more particularly 

of arabinogalactan (AG), which represents a very little documented side of mycobacterial cell wall 

biology for the moment. The investigations allowed us to identify an exo-galactofuranohydrolase but 

also, in the context of this thesis, a galactose mutarotase involved in the recycling of galactose from the 

galactan chain of AG following the action of the first enzyme.  

 

Keywords: Host-pathogen connections, mycobacteria, Candida, cell wall, glycans, biochemistry, 

bioanalytic, microbiology. 
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