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Candida albicans est a l'origine d'innombrables travaux,
tant sur le plan appliqué (ODDS, 1979, a recensé entre 200 et 300 pu-
blications scientifiques annuelles sur le seul théme des candidoses)
que fondamental. Si cette littérature abondante peut aisément se con-
cevoir dans le ler domaine ou Candida albicans pose d'indéniables pro-
blémes de santé (Epidémiologie, thérapeutique, diagnostic), elle s'ex-
plique plus difficilement dans le second cas. Il ne s'agit la en effet
a priori que d'un prototype d'organisme cellulaire eucaryote tout a fait
banal que rien ne semble destiner a exciter la curiosité de 1l'observa-
teur : absence de mouvements spectaculaires et de structures différen-
ciées impliquées dans l'adhérence, la pénétration, ou la lyse tissulaire ;
uniformité des stades cellulaires ; absence de réelle pathogénicité ren-
dant quasi-impossible l'infestation expérimentale, etc... En réalité,
¢'est bien la présence d'une épaisse paroi isolant la cellule fongique
du milieu extérieur qui continue d'intriguer tous ceux qui sont confron-

tés au monde des levures.

Dans l'histoire des levures, la paroi a longtemps été consi-
dérée & tort comme une carapace inerte et rigide (le terme wall ou cell
wall des anglo-saxons est & ce titre significatif) sans autre fonction
que de protéger une cellule fragile avec lagquelle elle ne posséde aucune
relation fonctionnelle. Pour cette raison, nombre d'auteurs ont abordé
séparément 1'étude de chacune des 2 composantes de la cellule fongique,
certains considérant la présence d'une parci comme une entrave & l'ac-
cessibilité du cytoplasme, d'autres faisant abstraction des structures
cellulaires pourtant nécessaires au maintien de son organisation. Or a

la lumiare de travaux récents, il apparait gue la paroi :

* exerce un contrdle sur la cellule fongique : son ab-
sence déclenche un signal de régénération, tandis que sa présence est

indigpensable & l'initiation des phénoménes de cytocinése.

* est le siége d'un équilibre entre processus de lyse
et de synthése qui lorsqu'il est perturbé entraine des altérations mor-

phologiques et métaboligues de la cellule.

=

* enfin de son intégrité et de sa capacité a filtrer

certaines molécules (vis a vis d'antifongiques ou des réactions



immunitaires de 1'h6te par exemple) dépend le comportement du germe,
lyse, simple survie, ou adhérence aux cellules permettant la coloni-

sation des tissus.

Ces 3 exemples montrent bien la nécessité, dans gquelque
domaine que ce soit, de considérer la paroi comme partie intégrante
de la cellule qu'elle entoure, et ce sera notre préoccupation majeure
tout au long de ce travail, tant dans l'adaptation des technigues que

dans l'interprétation des résultats.

Nous envisagerons tout d'abord, dans la partie "généralités",
quelques aspects de la biologie, de la morphologie, mais aussi de 1'ul-
trastructure de la cellule fongique qu'est Candida albicans. Puis nous
aborderons l'état actuel de nos connaissances sur l'enveloppe cellulaire
ainsi que sur les techniques cytochimiques permettant d4'en détecter plus

spécifiquement les composants.

Les résultats ont été regroupés en 4 chapitres. Le premier
fait l'objet de la localisation des glycoconjugués pariétaux. Dans le
second, nous abordons le devenir de l'enveloppe cellulaire a travers 1'
évolution d'enzyme de l'espace périplasmique telles que la phosphatase
acide. Le troisiéme chapitre concerne l'étude des mécanismes de répara-

tion et de régénération des parois.

Ces acquisitions nouvelles sur 1l'enveloppe cellulaire des
levures ont &té mises 3 profit pour aborder 1l'étude des phénoménes d'a-

dhérence aux cellules hétes. Les résultats obtenus sont présentés dans

le quatriéme chapitre.
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I - BIOLOGIE

Candida albicans (ROBIN) BERKOUT 1853, est un microorganis-
me eucaryote appartenant au monde des levures, c'est & dire un champignon
se présentant sous une forme unicellulaire pendant une grande partie de
son cycle, et qui se reproduit le plus souvent par bourgeonnement. Le
terme levure, trop souvent assimilé aux seules levures de biere ou du
boulanger, recouvre un groupe de champignons hétérogéne, plus de 500 es-
paces, dont une centaine environ pour le seul genre Candida qui se ca-
ractérise pér son aptitude & former du pseudomycélium. Parmi celles-ci,
Candida albicans peut étre identifié par sa capacité & produire, dans
des conditions bien précises, des éléments morphologiques spécifiques,

les chlamydospores et les tubes germinatifs.

La plupart des individus sains hébergent ce germe sous sa for-
me levure comme saprophyte des mugueuses digestives ou vaginales. Con-
trairement a de nombreux autres commensaux, son caractére opportuniste
lui permet d'adopter dans certaines conditions favorisantes (diabéte,
grossesse, antibiothérapie, immunodépression, etc...) un comportement
pathogéne a l'origine de nombreuses préoccupations d'ordre médical
(traitement, diagnostic...). L'envahissement tissulaire qui s'en suit
s'opeére préférentiellement sous forme filamenteuse. Il devient alors
responsable de lésions (ou candidoses), des muqueuses buccales (mugﬁet),
de la peau (intertrigo), des phanéres (onyxis et périonyxis), ou plus

profondes (digestives, urinaires, pulmonaires, ou septicémigues).

II - MORPHOLOGIE

Candida albicans se présente sous quatre aspects : levure,
pseudomycélium, mycélium, chlamydospore (PHAFF et af., 1978 ; ODDS, 1979)

* La levure

C'est une cellule globulesuse ou légérement ovoide
(3,5 - 6 um X 6 - 10 um) encore appelée blastospcre, qui se rultiplie par
bourgeonnement. La séparation de la cellule mere et du bourgeon s'opére

par un systéme de dislocation,ou septum,qui laisse une cicatrice de



naissance sur la cellule fille et de bourgeonnement sur la cellule pa-
rentale. C'est cette forme, la plus facilement obtenue en culture sur
le milieu usuel de Sabouraud, et la mieux connue sur le plan de 1l'ul-

trastructure, qui servira de base a notre étude des parois.

* Le pseudomycélium

C'est une structure filamenteuse formée par bourgeon-
nement terminal de blastospores allongées qui demeurent attachées les
unes aux autres, et séparées par un étranglement caractéristique. On le

rencontre souvent dans les cultures agées.
* Le mycélium

Il est constitué de longs filaments séparés en articles
par des cloisons, principalement rencontrés lors d'envahissements tissu-
laires. L'étude de sa paroi est le plus souvent assimilée a celle des
tubes germinatifs, ou encore formes de blastése, obtenus An vitho sur
sérum ou en milieu synthétique liquide. Dans ces conditions en effet,
les blastospores initient rapidement un tube mycélien d'ailleurs consi-
déré comme spécifique de Candida albicans, et utilisé pour en assurer

la diagnose.

* La chlamydospore

C'est une grosse cellule & contenu granuleux et a pa-
roi épaisse,qui apparait a l'extrémité des articles pseudomycéliens,
dans des miLiéux de culture particuliers ﬁels que l'eau de riz glucosée.
Sa production est également utilisée dans le diagnostic courant comme

test d'identification de Candida albicans.

III - RAPPEL ULTRASTRUCTURAL

A) Le probléme de la fixation

L'état actuel de nos connaissances sur 1l'ultrastructure dJdes

levures en général, et sur Candida alblicans en particulier, ne peut &tre

abordé sans faire référence aux multiples procédés de fixation utilisés



pour en révéler efficacement les diverses structures cellulaires. Il est
frappant de constater, encore plus que pour tout autre type de cellule,
combien la fixation peut affecter l'aspect morphologique des levures,
phénoméne auquel 1'épaisse paroi qui enveloppe la masse cytoplasmique n'
est certes pas étrangére. Il n'est donc pas surprenant que de nombreux
auteurs (PREUSSER, 1978 ; DREWE, 1981 ; PERSI et BURNHAM, 1981 ;
BAHARAEEN et VISHNIAC, 1982) aient trouvé la matizdre & mener des études
comparatives ; Et s'il est vrai qu'une bonne fixation doit étre d'une
efficacité générale et non sélective, il faut bien avouer que de ce point
de vue la plupart des tentatives ont échoué, et qu'elles ont rarement

contribué a montrer les levures sous un aspect trés favorable.

Pour tenter de mettre au point une fixation universelle per-
mettant de préserver efficacement cytoplasme et paroi, l'approche s'est

faite dans deux directions

- La premiére a consisté a tester de nouveaux fixateurs,
tampons ou résines, ou a modifier leurs conditions d‘'utilisation. Dés
1965, devant le manque d'informations fournies par la fixation conven-
tionnelle glutaraldéhyde - 0504, MONTES ¢t al. introduisent le perman-
ganate de potassium (KMnO4), et le permanganate de lithium (LiMnO4).
Gr&ce a un excellent contraste des structures membranaires, ces techni-
ques ont rapidement permis d'établir l'architecture de base de la forme
levure. Toutefois, la perte considérable de matériel cellulaire
(ribosomes, lipides) a amené les expérimentateurs a associer ces fixa-
teurs au glutaraldéhyde (OSUMI et al., 1974 ; KoT et al., 1975 ;

ARAI et al., 1977 ; GOW et al., 1977).

Parallélemeht, MONTES et af. (1968), puis SCHWAB et af.,
(1970), DJACZENKO et CASSONE, (1971), CASSONE ¢t al. (1981) , BAHARAEEN
et VISHNIAC (1982), développérent des fixations 3 base d'acroléine, de
diméthylsulfoxide (DMSO) ou de TRIS - (l-aziridinyl) phosphine oxide
(TAPO) . Ces techniques, bien gu'aux résultats inconstants,ont fourni des
renseignements utiles en complément des techniques précédentes ; il en
est de méme pour les fixations "multiples", glutaraldéhyde - 0s2, -

acide tannigue - OsO KMnO,, (PERSI et BURNHAM, 1981), ou glutaraldé-

4 - 4
hyde - acroléine - paraformaldéhyde - KMnO4, (BAHARAEEN et VISHNIAC, 1982)



et pour les fixations de longue durée (18 & 24 heures, JOSHI et al., 1975).
Enfin, l'utilisation d'acide tannique comme mordant (PERSI et BURNHAM, 1981)
de 1'ERL 4206, résine époxy de basse viscosité particuliérement adaptée

aux parois végétales (SPURR, 1969 ; SHANNON et ROTHMAN, 1971) ou encore

du dichromate de potassium comme substance tampon dans une fixation OsO4,
(PREUSSER 1978), sont d'autres exemples d'acquisitions ayant permis d'ac-

croitre l'efficacité des techniques précédemment développées.

- Une deuxi2me série de tentatives a consisté a favoriser la
pénétration des fixateurs. A cet effet ce sont surtout des digestions en-
zymatiques partielles permettant d'augmenter la perméabilité des parois
qui ont été réalisées (OSUMI et af., 1974 ; PARTRIDGE, 1974 ;

STOETZNER et KEMMER, 1975). Outre la difficulté d'apprécier correctement
les altérations cytoplasmigues provoquées par l'attaque enzymatique, ces
méthodes sont mal adaptées a l'étude des parois n ALt

Les meilleurs résultats nous sont fournis & ce jour par la
technique de BORGERS et DE NOLLIN (1974) qui consiste & fixer des cellu-
les préalablement coupées au cryostat. Dans ces conditions la préserva-
tion des structures cellulaires et pariétales est correctement assurée ;
de plus, ce type de préparation convient remarquablement aux études cyto-
chimiques (DE NOLLIN et af., 1975). Associé a la technique d'inclusion
de SPURR (1969) il sera a la base de la plupart de nos travaux sur
Candida albicans. Ajoutons enfin, que la double coloration des coupes
ultrafines acétate d'uranyle-citrate de plomb, nécessaire a une bonne
définition de l'architecture pariétale, contraste uniformément le cyto-
plasme et rend les organites cellulaires difficilement identifiables. La
technique de THIERY (1967), qui fournit en plus d'une coloration sélec-
tive de certains polyosides, de nombpeux détails d'ordre morphologique,

lui est bien souvent supérieure.

B) Les organites cytoplasmiques

Malgré les variations morphologiques inhérentes au type de
fixation utilisé, l'examen ultrastructural des blastospores de

Candida albicans révele la présence des organites cellulaires typiques



de cellules eucaryotes. Leur description a fait 1'objet de nombreux
ouvrages et articles (AGAR et DOUGLAS, 1957 ; TSUKAHARA et SATO, 1964 ;
MONTES et af., 1965 ; MATILE et af., 1969 ; BORGER et DE NOLLIN, 1974 ;
PATRIDGE et DREW, 1974). Nous en rappellerons briévement ici les princi-

paux aspects.

Un systéme de double membrane, occasionnellement connecté a
1l'enveloppe nucléaire et étroitement associé au plasmalemme, constitue
le réticulum endoplasmique, le plus souvent agranulaire (MOOR et
MUHLETHALER, 1963). Il est & l'origine de vésicules contenant des disul-
fides réductases (MOOR, 1967) et des glucanases (CORTAT et al., 197Z)
dont le déversement au niveau de l'espace périplasmique serait suscepti-
ble d'augmenter la plasticité de la paroi, et donc d'initier le bourgeon-

nement.

L'existence de 1l'appareil de Golgi est trés contreversée.

Son identification difficile a partir de simples critéres morpholcgigues
{(HAVELKOVA et MENSIK, 1966 ; KOPECKA, 1972) a néanmoins pu étre établie

a4 partir de réactions cytochimiques chez des protoplastes en régénération
(VAN RIJON ef af., 1975). Il s'agit d'une structure rudimentaire consti-
tuée de trois & quatre saccules entourés de plusieurs petites vésicules.
De nombreux auteurs le considérent comme une formation éphémére produite
par une prolifération du réticulum endoplasmique, et "consommée" au cours

de la synthese pariétale.

Assimilées aux lysosomes des cellules animales (MATILE et
WIEMKEN, 1967) les vacuoles, grdce a leur important stock enzymatique,
constituent le principal compartiment digestif des levures (WIEMKEN et al.,

1979). Elles seraient & l'origine du turnover - protéique observé au cours

de la différenciation cellulaire. Un cycle alternant fragmentation et
fusion des vacuoles, et des modifications concernant la distribution des
particules intramembranaires des tonoplastes Emembranes vacuolaires) ont
également été décrits, au cours du processus de bourgeonnement (MOELLER

et THOMSON, 1979 a et b).

Les globules lipidiques (=sphérosomes) apparaissent le plus

souvent logés dans une dépression ménagée par le noyau. Leur phagocvtose
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ESPACE PEMPLASM/&ZUE

Figure A : Représentation schématique d'une section de blastospore. cd, corps dense ;

< er, réticulum endoplasmique ; g, appareil de Golgi ; gl, glycogéne ;
Qv v] L globule lipidique ; m, mitochondrie ; n, nocyau ; v, vacucle.
N\
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par la vacuole, au niveau d'invaginations du tonoplaste dépourvues en
particules intramembranaires, est un processus constant (MOELLER et

THOMSON, 1979 a).

Le noyau, limité par un systéme de double membrane percée
de pores, présente une forme irréguliére et un nucléole excentré peu
visible. Outre ces différents organites,le cytoplasme est trés riche
en ribosomes et contient des mitochondries bien développées a crétes
paralléles. La principale réserve polysaccharidique est constituée par
des particules de glycogéne de 32 nm de diamétre (particules P), le plus
souvent disposées en rosette de 40 a 150 nm de diamétre (particulese )
(YAMAGUCHI e¢f alf., 1974 ; RAJASINGHAM et CAWSON, 1980). Enfin des corps
denses révélant une activité catalasique (OSUMI et af., 1974) ont acces-
soirement été décrits. L'ensemble de ces données ultrastructurales est

illustré par les micrographies 1 a 5,et schématisé sur la figure A.

IV - L'ENVELOPPE CELLULAIRE : CONSTITUANTS ET COMPOSITION CHIMIQUE

Elle est constituée du plasmalemme, de 1l'espace périplasmi-

que,de la paroi,et du revétement pariétal (fig. A).

A) Le plasmalemme

Il présente une structure classique de type "unit membrane"
de 8 nm d'épaisseur (HIRANO et @K., 1969 ; MATILE et al., 1969) et 1l'exis-
tence d'une couche dense adhérente au feuillet externe (glycocalyx ou cell
coat) de nature polysaccharidique (PARTRIDGE et DREWE, 1974 ; POULAIN et ak.,
1978), lui confére une organisation typique de cellule animale
{BERKALOFF ¢t al., 1977) ou végétale (ROLAND et VIAN, 1971). Il s'en dis-
tingue cependant sur le plan biochimique par un. contenu en phospholipides
anormalement bas,comparativement aux cellules eucaryotes (16 % des lipi-
des totaux au lieu de 60 % pour les érythrocytes humains). Il donne fré-
quemment naissance a des invaginations intracytoplasmiques susceptibles
de migrer dans lé plan de la membrane (NECAS et al., 1981), et a des en-
roulements plus complexes ou lomasomes (DE NOLLIN et BORGERS, 1975). La
disposition des particules intramembranaires observées en cryodécapage

y est caractéristique. La face exocytoplasmique présente des arrangements
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hexagonaux de particules d'un diamétre de 15 nm, composées de mannanes
et de protéines dans un rapport 5 : 2. La face protocytoplasmique com-
porte peu de particules, a l'exception des invaginations membranaires
(MOOR et MUHLETHALER, 1963 ; NECAS et SVOBODA, 1976 ; PREUSSER et
ROSTEK, 1979 ; PESTI ef af., 1981). BAUMGARTNER et af. (1980) y ont
identifié 17 fractions antigéniques, dont la présence a été confirmée

en cryodécapage par une technique indirecte d'anticorps margqués a la

ferritine.

En régulant le flux moléculaire entrant et sortant, le
plasmalemme joue un rdle majeur dans les communications entre la cel-
lule et son environnement. Ce transport transmembranaire peut s'effec-
tuer par simple diffusion, et concerne alors principalement le transport
de l'eau, des alcools, des acides organiques et de la plupart des dro-
gues. Le plus souvent il s'agit cependant d'un transport actif qui s'ef-
fectue par l'intermédiaire d'un systéme de perméases. Ce dernier impli-
que la présence de protéines transporteuses spécifiques, dont LOGAN et al.
(1979) ont pu établir les principales caractéristiques chez
Candida albicans. Sont ainsi véhiculés des monosaccharides (3 protéines
membranaires impliquées dans le transport du galactose, du glucose et du
mannose ont été isolées et purifides, ARNOLD, 1981), des disaccharides,

des acides aminés, des peptides, des anions et des cations.

De plus, le plasmalemme possé&de certaines activités de syn-
theése spécifiques. Citons pour les principales une activité chitine syn-
thétase,catalysant 1'incorporation de N-acetylglucosamine en polymeres
de chitine 2a partir 4'UDP-N- acetylglucosamine ; d'une glucane synthé-
tase et d'une glycosyl transferase,catalysant le transfert du gluccse
respectivement en polymeéres de P-(l—'B) et X-(1—+4) glucanes a partir
d'UbP-glucose. Enfin des ATP ases, des phospholipases et 20 % de 1l'ac-
tivité mannosyl transferase (SANTOS et af., 1978) ont également été

identifiées & ce niveau.

De nombreux travaux ont tenté d'élucider le réle du plasma-
lemme des levures dans la biosynth&se des glycoprctéines, plus spéciale-
ment dans celle des glycoenzymes de l'espace périplasmique

(WELTEN-VERSTEGEN, 1981). Différentes interprétations sont présentées
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Figure B : Différents modes de synthése des manncoprotéines chez Saccharomyces
cerevisiae. 1 - synthése de la protéine ; 2 - glycosylation ;
3 et 4 ; allongement des chaines polysaccharidiques ; 5 - transport
de la glycoprotéine (d'aprés WELTEN-VERSTEGEN, 1981).
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Figure C : Représentation schématique de différentstypes de translocation
d'enzymes (E), du cytoplasme (C), vers l'espace périplasmique (EP),
au travers du plasmalemme (PL), chez les levures (d'aprés ARNOLD,



dans la figure B. L'intervention du plasmalemme peut se situer, A : au
niveau du transport de la molécule (LINNEMANS et al., 1977) B et C : au
niveau de la glycosylation initiale de la protéine et de 1l'allongement
des chaines polysaccharidigues ; D : au niveau d'une synthése compléte

de la glycoprotéine. Chez Saccharomyces cerevisiae, il a été montré
(WELTEN-VERSTEGEN, 1981) que le plasmalemme intervient au niveau de 1'
allongement des chaines polysaccharidiques (Mode B) mais que tous les
composants (intermédiaires lipidiques de glycosylation, accepteurs po-
lypeptidiques et transférases) impliquées dans la glycosylation initiale
de la chaine peptidique (Mode C), de méme que les précurseurs nécessaires

a3 une biosynthése de la glycoprotéine (Mode D), y sont disponibles.

Plusieurs mécanismes de transport au travers du plasmalemme
ont été proposés (figure C). Le ler (ou "membrane flow") suppose que les

enzymes de l'espace périplasmique ou leurs précurseurs sont déversés a

‘ce niveau par l'intermédiaire de vésicules d'origine golgienne ou er-

gastoplasmique, dont les membranes fusionnent avec le plasmalemme
(MOOR, 1967 ; MATILE ef af., 1971). Un deuxiéme processus (HOLBEIN et
KIDBY, 1977) suggére une association intime entre le plasmalemme et le
systéme de synthése (Ribosomes et ARN messager). Le bourgeonnement dans
l'espace périplasmique de stuctures vésiculaires issues d'évaginations
du plasmalemme, constituerait une 3éme possibilité (ARNCLD et PRINGLE,
1980) . Elle pourrait expliquer la difficulté de mise en évidence d'en-

zymes telles que l'invertase chez certaines espéces dont

Candida albicans.

B) L'espace périplasmique

L'espace périplasmique comprend la région de 1'enveloppe cel-
lulaire située entre le plasmalemme et la paroi proprement dite. Il cons-
titue une zone de localisation privilégiée, pour les nombreuses enzymes
digestives qui agissent sur des substrats nécessitant une hydrolyse avant
leur assimilation par la cellule, suivant le schéma proposé par ARNOLD

(1980) (fig. D).

Ces enzymes généralement stables, aux concentrations élevées,
et facilement détectables, ont été parmi les plus étudides chez les le-

vures. Il s'agit principalement de glycoprotéines telles la
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F—fructofuranosidase {(ou invertase - PM 135 O00O) et la phosphatase
acide (PM 380 000). D'autres, mélibiase, hexokinase,X -~galactosidase,
tréhalase, aminopeptidase, ont été occasionnellement détectées a ce
niveau, de méme dque des quantités importantes de glyccgeéne

(GUNJA-SMITH et SMITH,1974 : GUNJA-SMITH et al., 1977).

C) La paroi : Nature et Biosynthése de ses composants

Il s'agit de la partie externe de l'enveloppe cellulaire
qui confére a la levure a la fois sa forme, et sa stabilité mécanique.
Gréce a ses propriétés physiques, elle permet au protoplasme générale-
ment fragile de supporter de brusques variations de pH ou de pressions
osmotiques. De sa perméabilité dépend la survie de la cellule, car c'est
& son niveau que s'effectue, en fonction de leur taille et de leur con-
figuration, un premier tri de molécules. Inversement, elle doit assurer

une rétention spécifique des glycoprotéines de l'espace périplasmique.

Les parois de levures sont composées en majeure partie de
polysaccharides. A la place de la cellulose universellement présente
dans les parois végétales, elles contiennent toutes des glucanes, dont
la diversité d'abord démontrée par diffraction aux rayons X
(KREGER, 1954) fut ultérieurement précisée par‘spectroscopie infrarouge
(MITCHELL et SCURFIELD, 1967) et par résonnance magnétique nucléaire
(GORIN et SPENCER, 1970). Tout aussi importants sont les polysaccharides
dans lesquels le mannose est le sucre dominant. Des progrés récents en
microscopie électronique permettent de les localiser avec précision a
l'aide d'anticorps ou de lectines associés & des marqueurs denses et
enzymatiques. Enfin, chitine, lipides et peptides généralement liés aux

polysaccharides, sont également des constituants pariétaux de levures.

1) Les glucanes

Ces polyméres de D-glucose jouent un rd8le majeur dans la dé-
termination de la morphclogie des levures et dans la préservation de 1!
intégrité cellulaire. Ce sont essentiellement desjg—glucanes dans les-

quels les liaisons & -(1—3) et @ ~(l—»56) prédominent. Bien que rencontrés
4 7
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chez tous les champignons levuriformes, leur structure complexe varie
considérablement suivant le degré de branchement et la taille des mo-
lécules (figures E et F). Chez Candida albicans, il s'agit de longues
chaines de glucoses liés enlﬁ -(1-»6) présentant des ramifications la-
térales enj&Jl-vB). Certains de ces glucanes peuvent &tre reliés a des
glycoprotéines enzymatiques telles que l'invertase (DICKERSON et BAKER,
1978).

Leur haut degré d'insolubilité aprés extraction par la potasse,
suggére une association possible avec la chitine par l'intermédiaire &'
acides aminés tels que la lysine et la citrulline (SIETSMA et WESSELS,
1979, 1981). C'est ce complexe Glucane/chitine qui constitue le squelette

microfibrillairepariétal de nombreuses levures (fig. G).

Les mécanismes de biosynthése de ces glucanes sont encore trés
controversés. L'hypothése de MOOR et MUHLETHALER (1963), selon laquelle
les particules membranaires observées en cryodécapage constitueraient
les sites de syntheése aes glucanes, a longtemps prévalu. Elle a été mise
en doute par NECAS (1971), et NECAS et SVOBODA (1974), qui n'ont observé
auéune connection entre ces particules membranaires et les microfibrilles.
Ces auteurs ont démontré d'autre part que des traitements enzymatiques
par des protéases (trypsine, papaine, pronase), des mannosidases, des
phospholipases ou des lipases, n'affectent nullement ni la structure et
la distribution des particules membranaires, ni la synth&se des compo-
sants fibrillaires. Toutefois 1‘'hypothése qu'ils ont formulée, et selon
laquelle les macromolécules de glucanes seraient synthétisées dans le
cytoplasme, puis transportées au travers du plasmalemme, n'a recu a ce
jour aucune confirmation. Au contraire, SHEMATEK ef af., 1980,

SHEMATEK et CABIB (1980) et LARRIBA ef af., (1981) chez

Saccharomyces cerevisiae, puis ORLEAN (1982) chez Candida albicans, ont
mis en évidence puis isolé du plasmalemme unejz'- (1—=3) glucane-
synthétase, permettant une synthé&se An vitno de microfibrilles de

ﬁ =~ (1—3) glucanes de 0,5 um de long, et composés de 80 chaines conte-

nant chacune 700 glucoses.

SHEMATEK ¢t af., (1980) ont ainsi pu proposé un mécanisme de 5

régulation de l'enzyme rendant compte de la synthése des parois en
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Figure H :

Synthése de la paroi en fonction du cyzle cellulaire. Les
portions de paroi en voie d'élaboration sont représentées
en noir. P, paroi ; PL, plasmalemme ; CB, cicatrice de bour-
geonnement '
, glucane synthetase active
g » 9lucane synthetase inactive.
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\ Figure J : Représentation schématique des mannanes de Saccharomyces
cerevisiae illustrant l'importante ramification de la molé-

cule {(d'aprés BALLOU, 1976)
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0 , résidus N-~acetylglucosamine.
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fonction du cycle cellulaire (figure H).

2) Les mannanes

Ces polysaccharides, le plus souvent liés a des protéines,
représentent l'un des principaux constituants des parois. Leur fonction,
structure et biosynthése ont &été analysées dans de nombreux articles et
revues (NECAS, 1971; MASLER et al., 1974 ; BALLOU, 1976 ; FARKAS, 1979 ;
GRIMMECKE et REUTER, 1980 a et b, 1981). Contrairement aux glucanes et a
la chitine, ils sont solubles dans l'eau, et ne semblent pas contribuer
au maintien de la morphologie cellulaire. La nécessité d'utiliser suc-
cessivement une endomannanase, une exo-mannosidase et une ﬁg-mannosidase
pour obtenir des unités mannosidiques (NAKAJIMA et BALLOU, 1974} réveéle

leur haut degré de ramification (figures I et J).

Les liaisons covalentes mannanes-protéines sont les mémes que
pour la plupart des glycoprotéines des organismes supérieurs. Deux types
de parties glycanniques, différentes par leur structure et leur mode 4'
attachement sur la protéine sont rencontrés. La premiére est constituée
de longues chaines linéaires de D.manncse liés en O(; (1—¢), sur les-
quelles s'articulent des ramifications latérales a liaison o - (1—+2) et
o(- (1—=3) (BISHOP et al., 1960 ; YU et af., 1967 ; BALLOU, 1976). Le
noyau de la glycoprotéine est composé de 12 a 17 mannoses, et d'un dia-
cétylchitobiose attaché par une liaison de type N-glycosidique au résidu
asparaginyl de la protéine. La chaine externe est constituée de 100 a

150 mannoses.

Le second type de mannanes, plus rarement recontré, est com-
posé de courtes chaines a liaisons & - (1—2) et X - (1-+3) attachées
par une liaison O-glycosidique & la sérine ou la thréonine de la protéine.
Des ponts phosphodiesters assurent un réSle de lien entre les mannanes de
la chaine externe. Avec les groupements carboxyles et amines des protéines,
ils sont a l'origine d'importantes charges négatives de surface. Tdﬁﬁg:
fois leur présence ne suffit pas a expliquer la stabilité de l'enééﬁbié.
Deux éléments sont en faveur de liaisons glucanes-mannanes. D'une part
une extraction enzymatigue par une‘j%- (1~+5) glucanase entraine une

perte des mannoprotéines (KOPECKA et al., 1974). D'autre part les produits



Formation du septum primaire et synthése de chitine (zones
noire et pointillée) au cours du bourgeonnement (d'aprés
CABIB et BOWERS, 1975).

1, anneau de chitine formé & la base du bourgeon dés son émex-
gence. Au fur et a mesure de la croissance du bourgeon (2),
extension de la zone de chitine vers l'intérieur et l'extérieur
de l'anneau (3), jusqu'a ce gue le septum soit clos (4).




17

de la digestion par une j%- (1—+3) glucanase contiennent a la fois
mannose et4ﬁ - (1—+6) glucose (FLEET et MANNERS, 1977). Une telle
association, dont les mécanismes restent a déterminer, serait ‘en
mesure d'expliquer comment les mannoprotéines, solubles dans 1l'eau,

Y

s'intégrent aussi solidement a 1l'ensemble de la paroi.

La synthése des mannanes apparait en relation trés étroite
avec celle des protéines. Elle nécessite la présence d'un sucre don-
neur (1'UDP glucose), d'un accepteur lipidique (le dolichol phosphate)
et de glycosyltransférases. La "mannosylation" des protéines intra-
cellulaires semble un préalable indispensable a leur secrétion. Un
blocage de la glycosylation par des sucres modifiés comme le
2-desoxyglucose (FARKAS et af., 1970 ; VAN RIJN et af., 1972) ou par
des antibiotiques comme la tunicamycine (KUO et LANPEM, 1974) inhibe
la formetion et la secrétion des glycoprotéines pariétales. L'initia-
tion de cette glycosylation se ferait au niveau du réticulum endoplas-
mique, ou 80 % des activités mannosyl transférases ont été localisées

chez Saccharomyces cereviside (SANTOS et af., 1978), tandis que le

. plasmalemme interviendrait dans 1l'élongation des chaines ; le mode de

secrétion, pinocytose inversée ou simple diffusion, restant a préciser.

Les mannanes constituent les principaux déterminants anti-
géniques de Candida albicans. La longueur des chaines latérales et les
liaisons o - (1-—3) sont A l'origine des différences de réactivité en-
tre les sérotypes A et B (FUKAZAWA ef al., 1980 ; SUZUKI et FUKAZAWA,
1982).

3) La chitine

Composant commun de la cuticule des arthropodes et des néma-
todes ce éolymére dejgl- (1—4) N acétyl - D - glucosamine, ne se ren-
contre dans le régne végétal que chez les champignons filamenteux, et
pour une part plus faible chez les levures. Sa signification structurale
semble moins évidente au niveau des parois, ol elle est présente eﬁ~fai-
ble gquantité (BACON ef af., 1966), qu'au niveau du septum primaire ‘
(fig. K),ou conétituant majeur associé a des glucanes (SEICHERTOVA et al.,
1973, 1975 ; HOLAN, 1981), elle assure la stabilité mécanique de la



Figure L : Schéma hypothétique de l'initiation de la synthése de chitine
(d'aprés CABIB et FARKAS, 1971)

- chitine synthétase sous forme zymogéne
o chitine synthétase active
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Figure M : Représentation schématique de la régulation de l'activité
chitine-synthétase chez les levures (d'aprés CABIB et al., 1973).



constriction cellule fille-cellule mére. L'inhibition de la synthése
de chitine par la polyoxine D, bien que n'affectant pas 1'émergence
du bourgeon, entraine en effet rapidement une lyse cellulaire en 1°'

absence de formation du septum (CABIB et BOWERS, 1971, 1975).

La synthése discontinue de chitine au cours du cycle cel-
lulaire en accord avec cette fonction spécialisée, a donné lieu a de
nombreux travaux. CABIB et FARKAS (1971) chez Saccharomyces carlsbergensdis
puis DURAN et al., (1975) chez Saccharomyces cerevisiae et BRAUN et
CALDERONE (1978, 1979) a propos de Candida afbicans, ont isolé une chi-
tine synthétase uniformément distribuée sur le feuillet interne du plas-
malemme sous forme zymogéne. Celle ci catalyse {n v{tho l'incorporation
de N-acetylglucosamine a partir 4'UDP - N - acetylglucosamine. Cette
activité serait deux fois plus importante dans le mycelium ou la chitine
est en plus grande quantité. L'enzyme est d'autre part activée par une
protéase d'origine vacuolaire au niveau des sites spécifigques de dépdt
de la chitine. Par la suite, les auteurs ont mis en évidence une 3éme
composante de ce systéme permettant de rendre compte de son activation
locale. Il s'agit d'un facteur cytoplasmique inhibiteur, de nature pro-
téique, inactivant les protéases vacuclaires libres dans le cytoplasme
et empéchant la stimulation de l'enzyme sur toute la périphérie cellu-
laire (figs. L et M). Cette séquence activation-inactivation serait ré-

gulée par la protéinase B (HASILIK, 1974).

Les préparations de chitine synthétase consistent en fait en

particules, ou chitosomes, de 40 a 70 nm de diamétre (RUIZ - HERRERA ¢t al.,

1975 ; BRACKER ¢t al., 1976). Plus récemment, de telles unités fonction-
nelles ont été isolées de toute une série de champignons dont des levures
(BARTNICKI-GARCIA et al., 1978). Bien qu'elles soient capables de synthé-
tiser des microfibrilles de chitine 4n vitho, leur existence 4n vivo n'a
pas été confirmée. Etant donné leurs dimensions, les chitosomes ne peu-
vent étre considérés comme des composants membranaires intégraux, mais
pourraient véhiculer 1'enzyme de son site de synthése vers le plasmdlemme.

4) Les lipides

Contrairement aux polysaccharides, les lipides des parois de

levures, malgré des travaux prometteurs dans le domaine immunologique
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(ISEMBERG ef al., 1963 ; KEMP et SOLOTOROVSKY, 1963) sont demeurés
pratiquement inexplorés. Les explications & ce phénoméne sont de deux
ordres :

- d'une part, la proportion souvent élevée des lipides pa-
riétaux (7 % du poids sec des parois isolées de Candida albicans -
CHATTAWAY et HOLMES, 1968 ; jusqu'a 13 % pour d'autres levures -
ARNOLD, 1981) semble dfie & une contamination membranaire. De fait la
plupart des analyses chimiques révélent une composition en lipides des

parois voisine de celle des lipides totaux.

- d'autre part, aucune méthodologie ne permet leur visuali-
sation directe en microscopie électronique, et donc il n'existe pas
d'indication ultrastructurale sur leur localisation. Récemment cependant,
POULAIN (1982), aprés extraction chimique ou enzymatique des lipides par
le mélange méthanol-chloroforme ou une lipase, a suggéré que les lipides
pariétaux de Candida albicans étaient associés superficiellement aux

mannoprotéines, et plus en profondeur a la matrice interfibrillaire.

5) Les enzymes de la paroi

Toute la difficulté de l'étude des enzymes pariétales réside
dans le fait de savoir si elles font partie intégrante de la parci, ou
si leur présence n'y constitue qu'une étape transitoire précédant leur
excrétion dans le milieu extérieur. La plupart des indices biochimiques
et cytochimiques (ARNOLD, 1981) sont davantage en faveur d'une rétention
des enzymes de 1'espace périplasmique par la paroi, plutdt que d'une
liaison étroite avec certains de ces composants. Dans ce cas en effet
le transport de l'enzyme au travers du plasmalemme ne constituerait
pas le stade terminal de sa mise en place, mais il devrait &tre complété
par des étapes supplémentaires, (migration dans la paroi, puis fixation
a4 sa matrice), qui n'ont a ce jour été démontrées. La caractérisation
de ces enzymes, et surtout leur distinction par rapport aux autres en-
zymes de l'enveloppe cellulaire, se trouvent confrontées & deux diffi-
cultés : d'une part la quasi inaccessibilité des substrats ; d'autre
part la contamination des préparations pariétales par des enzymes de

1l'espace périplasmique. Pour ces différentes raisons les enzymes
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pariétales ont été principalement étudiées lors de leur libération
dans le milieu extérieur aprés autolyse des cellules. Pour l'essen-
tiel, 2}5 - glucanases, une 9 - (1—3) et une‘ﬁ - (1—»6), ont été
isolées et purifiées (ARNOLD 1972). Le probléme de leur véritable
localisation n'en demeure pas pour autant résolu, car toutes les en-
zymes détectées dans le milieu de culture peuvent provenir de la cel-
lule ou de l'espace périplasmique gu'elles ont quitté via la paroi. Le
temps pendant lequel elles vont y séjourner dépend du rencuvellement
des structures pariétales, donc a la fois de la nature des milieux de

culture, et de l'age des cellules.

D) Le revétement pariétal

En plus de leur paroi qui présente une limite externe nette
et parfaitement définie, certaines levures produisent des composants
généralement de nature polysaccharidique, pouvant se dissoudre dans le
milieu extérieur, ocu rester en association plus ou moins étroite avec
la paroi. Dans ce dernier cas il se constitue une capsule, ou plus mo-
destement une couche muqueuse ou revétement pariétal d'aspect tout &
fait comparable au "cell coat" des cellules d'organismes supérieurs.
Contrairement aux structures rigides et compactes des parois, consti-
tuées d'un nombre réduit d'homopolysaccharides & structure linéaire
prédominante, les capsules les mieux connues comme celle de
Crhyptococcus neogormans , présentent des polysaccharides avec une grande
variété de sucres et de types de liaison (BHATTACHARJEE et af., 1979).

Mais une fois encore on note une prédominance de mannose.

D'une maniére générale ces formations sont incompl&tement
révélées par les fixations et colorations conventionnelles .leur visua-
lisation nécessite des techniques électives utilisant par exemple le
rouge de ruthénium ou des lectines. Elles méritent une attention toute
particuliére, car associées aux parois elles en constituent les couches
les plus externes,et conditionnent donc les rapports entre la cellule
et son environnement, en particulier dans les processus d'adhérence, de

phagocytose, et d'invasion tissulaire.
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E) Régénération des parois

L'une des propriétés fondamentales de tout &tre vivant
consiste & réparer les dommages consécutifs & une agression. Chez
les levures, cette propriété s'exprime par la capacité a régénérer
de nouveaux composants pariétaux a la suite d'altérations ou de des-
truction de leur paroi. L'extraction totale de cette derniére abou-
tit 3 la formation d'un protoplaste, c'est a dire d'une cellule in-
variablement sphérique, limitée uniquement par son plasmalemme, et
donc débarassée de tout autre composant de 1l'enveloppe cellulaire.
Ce terme s'oppose & celui de sphéroplaste qui désigne une cellule
dont la parol n'est que partiellement extraite. La notion de proto-
plaste est difficile & apprécier en microscopie électronique a 1l'é-
chelle d'une population cellulaire. D'une part la dissolution des
parois, le plus souvent réalisée par attaque enzymatique (protéases,
glucanases, hélicase, chitinase etc...)est rarement uniforme.
BASTIDE ef al., (1976 a et b), puss MIEGEVILLE et al., (1979) ont
d'ailleurs montré que seuls certains points privilégiés de la paroi
cellulaire, permettant la sortie des protoplastes, sont lysés. L'obser-
vation de coupes ultrafines ne préjugent donc en rien de la cellule
entiére. D'autre part, les méthodes de la microscopie classigue n'ob-
jectivent pas, ou mal, certaines structures pariétales. Pour ces dif-

férentes raisons, il nous a paru souhaitable d'adopter dans notre

étude le terme sphéro-protoplaste pour désigner les cellules a ce stade.

Chez la plupart des levures étudiées, la régénération des

protoplastes s'effectue suivant un processus désormais classique :
1 ~ Mise en place d'une nouvelle paroi :

Ce stade, a l'évidence le plus étudié et le mieux docu-
menté (voir revues de NECAS 1971 et de ARNOLD 1981) nécessite une suc-
cession d’'événements faisant intervenir synthése de précurseurs, leur
transport en des sites appropriés,et leur assemblage en composants mi-
crofibrillaires ou matriciels. Bien gu'il s'agisse 13 de phénoménes qui

sont loin d'&tre synchrones a l'intérieur d'une population cellulaire

(certaines cellules ne complétent jamais leur paroi, d'autres se lysent)
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il est bien établi maintenant que :

- La synthése de composants pariétaux est un processus
qui ne nécessite pas la présence résiduelle de paroi, donc qui peut s'

effectuer de novo.

=

- Les premiers composants a apparalitre sont de nature
microfibrillaire (glucanes et chitine), secondairement recouverts par

les composants matriciels (mannanes et protéines).

~ Enfin les parois régénérées montrent souvent des dif-
férences marquées dans leur composition chimique et dans leur structure
par rapport & des cellules intactes (réseau microfibrillaire prédominant,

absence de chaines latérales des glucanes etc...).

2 - Croissance des protoplastes :

L'absence de parois n'affecte pas le cycle cellulaire.
Les protoplastes poursuivent leur croissance (augmentation de volume,
multiplication des organites cellulaires) tant que les nouveaux com-

posants pariétaux ne sont pas assemblés.

3 - Initiation de la cytocinése et bourgeonnement :

Ce processus débute dés que la paroci a atteint un stade
suffisamment complexe tendant a restituer aux cellules leurs propriétés

structurales et fonctionnelles de départ.

Dans 1l'ensemble, les auteurs ayant étudié ces phénoménes
de régénération ont souvent limité leurs investigations a la seule pa-
roi, ou a ses relationsavecleplasmalemme. Or il est clair que cette re-
constitution des parois ne peut avoir lieu sans remaniements cellulaires
profonds, susceptibles de présenter une analogie avec ceux observés dans

les conditions normales du développement cellulaire.
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V - LES METHODES DE DETECTION DES GLYCOCONJUGUES

La détection des glucides chez des cellules apparentées au
régne végétal telles que les levures, ne different pas en nature de
celle descellules animales. Jusqu'a ces derniéres années, la cytochimie
n'offrait pas de techniques permettant de révéler des oses ou leurs
polyméres, mais uniquement de détecter certains de leurs groupements
chimiques. L'introduction des lectines, protéines se liant spécifique-
ment a certains glycanes, a accru les possibilités de localisation des
glycoconjugués des microorganismes, d'autant que ces nouvelles techni-

ques peuvent compléter les méthodes sélectives d'extractions chimiques

ou enzymatiques.

A) Technique acide périodique-thiocarbohydrazide -

protéinate d'argent

Cette technique dérivée du classique PAS, qui donne d'excel-
lents résultats ultrastructuraux, est a la base de la plupart des études
cytochimiques portant sur les glycoconjugués animaux et végétaux. Elle
dérive de celle de SELIGMAN et.af., (1965), mise au point par THIERY

(1967) , et se déroule en 3 étapes successives.

1) Oxydation par l'acide périodique des fonctions < -
glycols (hydroxyles primaires, secondaires et vic-glycols) qui sont

transforméesen aldéhydes.

2) Les aldéhydes libérés par 1l'oxydation périodique for-
ment avec la thiocarbohydrazide (TCH) ou la thiosemicarbazide (TSC) des

produits insolubles (Thiocarbohydrazones et thiosemicarbazones).

3) Ces derniers sont susceptibles de donner des complexes

opaques aux électrons avec 1'0OsO, ou le protéinate d'argent. L'intensité

4
de la réaction obtenue sera fonction de 1l'accessibilité des groupements
vic-glycols ménagée par les différentes liaisons des oses constitutifs

des chaines glycanniques.

Pour démontrer la spécificité de la réaction, 3 types de con-

tréles sont nécessaires (THIERY et RAMBOURG, 1974)
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- omission de l'oxydation périodique pour la mise en
évidence des groupements aldéhydes libres préexistant a 1'étape oxy-

dative.

- remplacement de l'acide périodique par le peroxyde
d 'hydrogéne pour éliminer les substances de nature osmiophiles sus-
ceptibles d'interférer avec la réaction. Une fixation au glutaraldé-

hyde seul évite cette situation.

- omission de l'incubation par la TCH pour démasquer

d'éventuelles structures argentaffines.

B) Les coloxants cationiques

Ce terme englobe un ensemble de réactifs permettant la dé-
tection ultrastructurale des groupements anioniques membranaires, qui
représentent environ 90 % des charges nettes des surfaces cellulaires.
Elles sont essentiellement attribuées aux groupements carboxyles des
acides sialiques des mucopelysaccharides acides et des acides aminés
dicarboxyliques, aux groupements phosphates des phosphoprotéines, des
phospholipides et des phosphoglycoprotéines, et aux groupements sul-
fates des mucopolysaccharides acides et des sulfoglycolipides. Parmi
les nombreuses techniques développées, le rouge de ruthénium (RR), et
la ferritine cationisée (FC), sont les colorants cationiques les plus
utilisés pour la visualisation de ces charges dans les structures bio-
logiques extra-membranaires, telles que le glycocalyx polysaccharidique
des cellules eucaryotes (SCHREVEL, 1972 ; GROS ef af., 1980 ;

FREHEL et al., 1982 ; FREHEL et RYTER, 1982).

Longtemps utilisé pour colorer les pectines des parois végé-
tales, le rouge de ruthélium (RR) fut introduit en cytochimie par LUFT
(1964, 1971). Il s'utilise mélangé aux fixateurs et 1'augmentation de

contraste qu'il produit serait 4dd soit & l'association RR-0sO, (LUFT,

4
1971 ; BLANQUET, 1976) soit & une liaison RR-groupements carboxyles

(YaMADA, 1970).

L'emploi de ferritine cationisée (ferritine enrichie en grou-

pements NHZ’ pHi > 8 au lieu de 4,6 pour la protéine native) fut préconisé



Flggre A

Mécanisme d'action de la ferritine cationisée (d'aprés

SKUTELSKY et al., 1977).
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par DANON et al., (1972) pour la détection ultrastructurale des sites
anioniques membranaires & pH physioclogique. L'usage de cette technique

a depuis été étendu a la microscopie photonique soit par couplage de la
molécule a 1l'isothiocyanate de fluorescéine (KING et PRESTON, 1977 a)
soit en l'utilisant directement pour visualiser les éléments du cytos-
quelette (microtubules, filaments d'actine) des fibroblastes (BEN—ZE'EV
et al., 1981). La ferritine cationisée posséde sur les autres colorants
cationiques 1'avantage de permettre 1l'observation sur le vivant, et donc
de suivre son éventuelle rédistribution en aggrégats ou en cape observée
en particulier chez les protozoaires (KING et PRESTION, 1977 b).
SKUTELSKY et af., (1977), ont tenté d'expliquer le mécanisme d‘'action de
la ferritine cationisée par une interaction de la molécule d'abord avec
les sites anioniques superficielles du "cell coat" (fig. A 1 et 2) puis
avec les groupements anioniques situés au voisinage de la bicouche lipi=-

digue membranaire (fig. A'3).

La relative facilité d'utilisation de ces colcrants, associée
a la qualité des informations biologiques qu'ils fournissent, expliquent
leur emploi courant en cytochimie. Toutefois, un mécanisme d'action en-
core mal compris, et une spécificité souvent trés discutée, font que ces
techniques n'apportent que peu de renseignements sur la nature des struc-

tures colorées.

Des traitements chimiques et des réactions de précipitation,
il ressort que la fixation de ces substances n'apparait spécifique que
des sites poly-anioniques. Leurs molécules porteuses peuvent &tre tou-
tefois partiellement identifiées par des extractions enzymatiques spé~
cifiques, ou par blocage de certains groupements anioniques (THIERY et

OVTRACHT, 1979).

C) Acide phosphotungstique (PTA) 3 bas pH.

Primitivement introduit par PEASE (1966,1270) comme colorant
des lamelles basales et des bordures en brosse des cellules rénales,
cette technique a été largement expérimentée sur de nombreux tissus

animaux et végétaux. Elle est le plus souvent réalisée a partir de cou-

pes ultrafines de matériel inclus dans une résine hydrosoluble (GMA)
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(RAMBOURG 1967, 1969 ; GROS et af., 1975). ROLAND et af., (1972) en
ont développé une variante utilisée avec succés pour le matériel vé-
gétal, et consistant en une double fixation glutaraldéhyde-OsO4, et

inclusion en résine hydrophobe (araldite, épon).

Cette technique peu sélective, dont le mécanisme d'action
n'est pas établi, montre généralement une bonne corrélation avec le
PA S , en faveur d'une affinité pour les polysaccharides. Les nom-
breux contrdles cy tochimiques ont permis de préciser que le PTA & bas
pH réagit avec les fonctions hydroxyles des groupements vic-glycols
(MARINOZZI, 1967 ; GROS et CHALLICE, 1975). Cette spécificité a toute-
fois été mise en doute par de nombreux travaux (SCOTT 1971, 1973 ;
SCOTT et GLICK, 1971 ; SOUTO-PADRON et DE SQUZA, 1979) qui démontrent
1l'intervention des protéines et des groupes cationiques dans la fixa-
tion du PTA. Ajoutons enfin que l'emploi de 1l'acide phosphotungstique
s'est révélé fructueux pour la détection des peptidoglycannes des parois
bactériennes (ROUSSEAU et HERNIER, 1975 ; FREHEL et RYTER, 1982), et
peut donc fournir des renseignements utiles en complément des techniques

précédentes.

D) Les lectines

1) Historique et définition

L'intérét suscité par les lectines, s'est trouvé périodique-
ment stimulé par des observations contribuant chaque fois a élargir leur
champ d'application. Plusieurs générations de travaux sont en effet a 1°
origine de la faveur dont elles bénéficient de nos jours, et leur con-
naissance qui atteint aujourd'hui son plein développement, a été jalon-

née par plusieurs grandes étapes (COULET, 1979) :
- Mise en évidence en 1888 des propriétés hémagglutinantes
par des extraits de la graine de ricin.

- Isolement d'une agglutinine dans les graines du "Jack bean"
Canavalia ens{formis par SUMNER en 1919, capable de précipiter le glyco-

géne en solution.

- Découverte en 1949 par BOYD, de la spécificité de certaines
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ABREVIATION POIDS NB DE SITES NB DE SUCRES
ET SOURCE REFERENCES
NOM COURANT MOLECULAIRE DE FIXATION SOUS-UNITES SPECIFIQUES
Canavalia -D-Mannose AGRAWAL and
GOLDSTEIN 1968
CON A , .
ensd formis 102.000 4 4 ~D-Glucose GOLDSTEIN et al., 1969
CONCANAVALINE A (Jack bean) -D-Fructose PORETZ et
GOLDSTEIN 1970
WGA N-acetyl-D NAGATA et
Triticunm Glucosamine BURGER 1972, 1974
Wheat Germ
Vulgare 36.000 4 2 Acide N- BHAVANADAN et
Agglutinine acetylneura._ KATLIC 1979
minique
MONSIGNY et ak.
1980
TABLEAU B
Caractéristiques biologiques de la con A et de la WGA.




27

lectines (extraites de Phaseclus Limensis) vis a vis des groupes san-
guins A. B. O.

- Mise en évidence par NOWELL en 1960:des propriétés de
transformation lymphoblastique de 1'agglutinine du haricot Phaseofus
vulgarnis .

- Enfin, quelques années plus tard se placent les ré-
sultats de AUB ¢t aﬂ., (1963), puis de BURGER et NOONAN (1970) sur la
levée de l'inhibition de contact de cellules malignes en culture, en

présence de wheat germ agglutinine et de concanavaline A.

Le terme lectine, introduit par BOYD (1954) pour désigner
des protéines se liant sélectivement a des polysaccharides, s'est pro-
gressivement imposé dans la littérature scientifique (ne parle-t-on pas
aujourd'hui de lectinologie, BALDING 1981). Il présente en effet l'avan-~
tage de ne pas anticiper sur l'origine de la molécule (contrairement aux
phytoagglutinines et phytohémagglutinines), ni sur certaines de ses fonc-
tions AN vAV0 (contrairement aux protectines ou aux molécules type anti-
corps) . Des substances aux propriétés analogues ayant été depuis isolées
chez la plupart des organismes, des virus aux mammiféres, on regroupe
désormais les molécules ayant cette capacité de reconnaissance spécifi-
que de sites membranaires (lectines, enzymes, et anticorps) sous le
terme "affinitines" (FRANZ et ZISKA, 1981). Les lectines se définissent
comme des protéines ou glycoprotéines d'origine non immunitaire, se liant
spécifiquement & un sucre, et capables d'agglutiner des cellules et/ou

de précipiter les glycoconjugués (GOLDSTEIN et af., 1980).

2) Propriétés et caractéristiques

Si les lectinesvpossédent de grandes similitudes dans leurs
propriétés biologiques (mitogénicité, agglutination, affinité, etc...),
elles différent souvent par leurs caractéristiques structurales. Celles
ci ont fait 1'objet de nombreux ouvrages et articles de synthése. Citons
notamment ceux de SHARON et LIS, 1972, 1975 ; ALLEN et al., 1973 ;

LIS et SHARON, 1973 ; NICOLSON, 1974 ; MON?IGNY et al., 1978 ; SIMPSON
et al., 1978 ; GOLDSTEIN et HAYES, 1978 ; BOG HANSEN, 1981
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Figure C : Schéma de la structure générale de 2 glycannes de glyco-
protéines 3 liaison N-Glycosylamine
A) type N-acetyllactosaminique, B) type oligomannosidique
(selon MONTREUIL, 1980).
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Figure D : Type de structure trimannosidique substituée par 2 résidus
N—acetyltp—glucosaminyl, présentant une grande affinité pour
la Con A.
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LOEWUS et RYAN, 1981). Nous nous limiterons ici & rappeler les carac-
téristiques des 2 lectines utilisées dans notre étude, la Con A et la

W.G.A. (Tableau B), en insistant sur leur spécificité respective..

Il est maintenant bien établi que des lectines considérées
comme "identigques" en terme de spécificité vis-a-vis de monosacchari-
des, sont en fait capables de reconnaitre différentes séquences saccha-
ridiques (communes & de nombreuses glycoprotéines membranaires), a 1'
intérieur de structures beaucoup plus complexes. A l'aide de glycopro-
téines de type N-acetyllactosaminique et oligomannosidique (fig. ¢)
DEBRAY ef al., (1981) ont précisé la spécificité de nombreuses lectines
par des techniques d'inhibition d'hémagglutination. La Con A présente
peu d'affinité pour les mannosides possédant un résidu K -D mannose non
réducteur en position terminale, mais une grande affinité pour une struc-
ture trimannosidique substituée par 2 résidus N—acetyl:F—glucosaminyl
(fig. D) ou par des résidus d' X -mannose en position terminale non réduc-
trice (structure oligomannosidique). Selon KORNFELD et al., (1975), la
partie la plus active d'un glycanne de type N-acetyllactosaminique serait,
pour la Con A,le disaccharide N—acetyl:p-D—glucosaminyl (1-»2)-A-

D-mannoside.

Quant & la WGA, ses sites de fixations apparaissent complémen-
taires d'une séquence de 3 résidus‘P - (1—+»4) N-acetyl-glucosamine
(GOLDSTEIN et alf., 1975 ; MONSIGNY et al., 1978). Cependant, cette lectine
peut interagir avec des glyco—asparagines‘P—Man— (1—~4)1P—G1cNAc—(1—+4)—
‘P-GlcNAc - (1—=)-Asn et‘P-GlcNAc— (1—*4):P—GlcNAc—(l——-)—Asn. Plus récem-
ment, il a &té démontré que la WGA est capable de reconnaitre spécifique-
ment les résidus terminaux N-acetylneuraminique et N-acetylgalactosamine
des glycoprotéines et glycolipides (PETERS ¢t al., 1979). Ces interactions
pourraient également impliquer un effet de charges (MONSIGNY et af.,1980).

Dans ces expériences d'inhibition d'agglutination, le sucre le
plus inhibiteur pour une lectine donnée ne représente pas nécessairement
le véritable site reconnu par cette lectine dans un glycoconjugué. Ceci
démontre clairement que les résultats obtenus avec les lectines,:quelque
soit le domaine d'application, doivent étre interprétés avec beaucoup de

précautions. Il faut de plus signaler que de nombreuses lectines (iza Con A



notamment) possédent a proximité de leurs sites de fixation des zones
hydrophobes qui pourraient étre & l'origine d'interactions non spéci-
fiques avec les glycoprotéines et les glycolipides, ou qui renforce-

raient leurs interactions spécifidues.

3) Applications des lectines en Biologie Cellulaire. Le probléme de

leur visualisation.

Ces différentes propriétés des lectines (déclenchement de
certaines activités cellulaires ; modification du comportement membra-
naire ; affinité pour les glycoconjugués) ont donné lieu & de multiples
applications. Parmi celles-ci, la possibilité d'utiliser les lectines
dans la détection et la localisation des glycoconjugués membranaires,
explique sans aucun doute leur succés actuel en microscopie photonique

ou électronique, depuis qu'il est possible de les visualiser.

A 1l'exception de quelques tentatives souvent difficiles soit
en cryodécapage (BACHI et SCHNEBLI, 1975 ; MAURER et MUHLETHALER, 1981)
soit en microscopie électronique a balayage (BRETTON et af., 1973) ou
encore en coloration négative (CALAFAT et HAGEMAN, 1972), les lectines
natives ne sont pas directement observables. Leur visualisation requiert
l'utilisation de composés directement détectables en microscopie photo-
nique ou électronique. Le catalogue des méthodes proposées, actusllement
trés vaste, fait essentiellement appel a des composés de 2 types, mar-
queurs enzymatiques ou margqueurs denses aux électrons. La liaison
marqueur-lectine peut &tre effectuée soit par affinité, soit par cou-
plage. Nous rappellerons briévement ici la liste des techniques les plus

communément employées (voir SCHREVEL et af., 1981).

* Méthodes de couplage (méthodes en une étape)

- lecFines fluorescentes

- lectines conjuguées & des marqueurs denses
(ferritine, hemocyanine, mercure, or colloidal)

- lectines conjuguées & des margueurs enzymatiques
(Péroxydase du Raifort)

- lectines radioactives

- lectines couplées a des microsphéres de latex ou
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3 des virus (utilisées en microscopie électronique & balayage)

* Méthodes d'affinité (méthodes séquentielles ou en deux
étapes)
§ Lectines natives révélées par des marqueurs a af-

finité naturelle ou induite.

- marqueurs enzymatiques (BPéroxydase du Raifort,

sérum albumine bovine-péroxydase, glucose oxydase).

- marqueurs denses (Hemocyanine, complexes fer-
glycane).

- marqueurs & affinité induite (cytomarqueurs glyco-
sylés, ovomucoide-péroxydase, or colloidal-mannane, or colloidal péroxy-
dase, ou ovomucoide ou encore ciruloplasmine).

- techniques immunologiques (lectine-antilectine).

§ Lectines conjuguées révélées par des marqueurs con-

jugués (Lectines biotinylées et avidine-ferritine).

Parmi ces différentes techniques, les lectines couplées a 1'i-
sothiocyanate de fluorescéine (lectines-FTC) et a l'isothiocyanate de
tetramethyl-rhodamine (lectines.TRTC), par leur commodité et leur rapi-
dité d'utilisation, constituent un préalable désormais classique a la
plupart des études cytochimiques faisant appel aux lectines. Elles ont
actuellement la faveur de nombreux laboratoires de recherche,ainsi que
les méthodes séquentielles faisant intervenir des marqueurs denses ou
enzymatiques, aisdment identifiables en microscopie électronique. Parmi
ceux-ci, la péroxydase du Raifort constitue le marqueur enzymatique pro-
bablement le plus utilisé. C'est une glycoprotéine de poids moléculaire
40.000 (SHANNON et -af., 1966) contenant 18 % de glycannes dont 3 résidus
pouvant réagir spécifiquement avec la Con A (K -D-glucopyranosyle,

= ¢ -D-mannopyranosyle et‘F—gffructofuranosyle) et un avec la WGA
(N-acetyl-glucosamine ; CLARKE et SHANNON, 1976). Cette derniére affinité
demeure cependant faible (FRANGOIS et al., 1972) et fonction des lots de
péroxydase (GROS ef af., 1977). Seule la Con A réagit efficacement avec

la péroxydase. L'enzyme est ensuite révélée selon la technique de
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Figure E

°

Représentation schématique de la fusion des produits d'une
réaction enzymatique en une zone plus dense aux électrons,
obtenue par plus d'une combinaison lectine marqueur (selen
TEMMINK, 1979).

EC, espace cytoplasmique ; EE, espace exo-cytoplasmique ;
PL, plasmalemme.
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GRAHAM et KARNOVSKI (1966) par la 3,3' diaminobenzidine (DAB) en pré-
sence de péroxyde d'hydrogéne (H202) selon la réaction suivante

Péroxydase
AH, + H O, ————— 2H O + A (complexe osmiophile visible en

2 22 2 microscopie photonique et élec-
(3,3' DAB) tronique)

Pour permettre la détection de lectines autres que la con A,
plusieurs auteurs ont développé des méthodes d'affinité en préparant des
molécules de péroxydase substituées soit par des monosaccharides, soit
par des glycoprotéines. KIEDA et af., (1977) ont ainsi synthétisé des
péroxydases glycosylées a partir des dérivés diazophenyles de monosac-
charides (¢ -D-mannopyranosyl péroxydase ;‘P-di—N—acetylchitobiosyl
péroxydase, etc...) dont la spécificité (MONSIGNY et al., 1976) et les
applications cytochimiques (SCHREVEL et af., 1976 ; GROS et af., 1982)

ont été démontrées.

Parmi les marqueurs denses les plus employés, la ferritine,
est une macromolécule de 12 nm de diamétre contenant plus de 20 % de
fer, a poids moléculaire élevé, et rencontrée dans la plupart des tis-
sus de mammifére. Elle est constituée\d'une enveloppe protéique (ou apo-
ferritine, P M 440 A 462 00C0) entourant un noyau ferrique central de
5,5 nm de diamétre, composé de 4 500 a 5 000 atomes de fer
(PM 750 a 900 000), responsable de l'opacité aux électrons. Les molé-
cules de ferritine apparaissent donc en microscopie électronique comme
des particules denses, d'une taille approximative de 5,5 nm. Plusieurs
techniques ont été proposées pour accroitre la taille et la densité de
ces particules, notamment par l'intermédiaire de ferrocyanure de potas-
sium (PARMLEY et al., 1979) et de sous—-nitrate de bismuth
(AINSWORTH et KARNOVSKY, 1972). La ferritine n'est capable de se lier a
aucune lectine. De la méme manidre qu'ils ont synthétisé des péroxydases
glycosylées, KIEDA et al., (1977) ont préparé diverses molécules de fer-
ritine glycosylées, dont les applications cytochimiques ont été dévelop-

pées par SANDOZ (1978), SCHREVEL ef.al., (1979).

-

Associées 3 des expériences de contr8le rigoureuses, ces di-

verses techniques de marquage contribuent & une bonne appréciation de la
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Figure F

L
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Exemples de fausses interprétations quantitatives susceptibles
d'intervenir dans la détermination des sites récepteurs des lec-
tines (selon TEMMINK, 1979). Détection incompléte dile soit & une
interférence entre sites récepteurs (1), entre molécules de lec-
tine (3), ou entre lectine et composants membranaires (2) ; soit

a la taille importante du marqueur (4). Autre type de sous -
estimation (5), lorsque plusieurs molécules de lectines sont fixées
a une seule molécule de marqueur. Inversement, exemple de suresti-
mation die & la fixation de plusieurs molécules de marqueurs sur
une méme molécule de lectine (6). Méme légende que la fig. E.
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distribution des sites récepteurs des lectines, principalement sur le
plan qualitatif. L'utilisation de marqueurs enzymatiques, tels que la
péroxydase, exclut en effet partiellement une détermination précise de
la distribution des sites récepteurs, essentiellement a cause de la dif-
fusion des produits de réaction ; les combinaisons lectine-marqueur se
traduisent dans ce cas par des plages de différences densités aux élec-
trons (fig. E). En revanche, l'appréciation guantitative est théorique-
ment possible avec des marqueurs particulaires tels que la ferritine. Ce
type d'informations se heurte toutefois a un certain nombre de facteurs
limitants pouvant conduire soit & une scus-estimation (figs ¢ 1 a 5),
soit a une surestimation (fig. F 6) du nombre réel de sites récepteurs
(TEMMINK, 1979). Compte tenu de ces obstacles, 1l'estimation du nombre

de sites récepteurs d'une lectine (information "semi-quantitative" selon
SCHREVEL ¢f af., 1981), n'a gqu'une valeur limitée. Elle demeure tré&s utile
toutefois pour comparer par exemple l'effet de différents fixateurs
(RENAU-PIQUERAS, 1981), ou de diverses concentrations lectines-marqueurs
(HIXSON et al., 1979) sur la distribution topographique de sites récep-

teurs membranaires:

L'un des facteurs limitants les plus importants qui s'oppose
a la détection des glycoconjugués des surfaces cellulaires, mais avec
plus d'acuité encore pour les parois de microorganismes, c'est la mau-
vaise pénétration des marqueurs, généralement de grande taille. Ce phé-
nqméne se rencontre surtout avec les techniques réalisées sur cellules
entiéres ou encore sur "blocs" de tissus. Pour tenter d'identifier des
sites intracellulaires ou intrapariétaux, divers auteurs ont mis au point
des techniques de détection des lectines sur coupes ultrafines
(techniques sur "coupes") par l'intermédiaire de péroxydase (GROS et al.,
1977) d'or collidal (HORISBERGER et VONLANTHEN, 1977) ou de ferritine
(NIR, 1978 ; OHTSUKI et al., 1978 ; SANDOZ, 1978 ; VIAN, 1981). D'autres
auteurs (BRETTON et BARIETY, 1976 ; GUILLOUZO et FELDMANN, 1977) ont in-
troduit une technique intermédiaire consistant a faire agir les lectines
et leurs cytomarqueurs sur des coupes &paisses a congélation (10 a 50 um).
L'application d'une technique de ce type, associée a des digestions enzy-
matiques ménagées des parois, nous a permis de résoudre en partie les dif-
ficultés liées a la mauvaise pénétration des marqueurs chez les levures,

tout en assurant une bonne préservation des structures cellulaires.
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I - SOUCHES UTILISEES

2 souches de Candida albicans ont &té étudiédes

- une souche de référence entretenue au laboratoire depuis

1965 : la souche labo 405 (ou souche L)

- une souche isoclée de candidose rénale (souche vw) et a par-
tir de laquelle ont été préparés de nombreux cldnes, dont le cldne bﬂ
entretenu depuis 1979 au laboratoire, et utilisé dans cette étude paral-

lélement a la souche L.

II - CONDITIONS DE CULTURE ET D'ENTRETIEN DES SOUCHES

Les souches sont entretenues par repiquage bimensuel sur mi-
lieu de Sabouraud solide de composition : glucose, 20 g ; gélose, 20 g ;
peptone, 10 g ; H_o distillée, 1 000 ml ; elles sont mises en culture

2
24 heures a 37° C, puis maintenues a 4° C.

III - OBTENTION DES DIVERSES FORMES CULTURALES

A) BLASTOSPORES ET PSEUDOMYCELIUM

Les cellules sont recueillies aprés 24 heures de culture &
37° C. Dans ces conditions les 2 souches étudiées produisent une trés
grande majorité de blastospores (isolées ou en bourgeonnement) et quel-

ques éléments pseudomycéliens.

B) TUBES GERMINATIFS

La transformation levure - mycelium s'obtient en incubant
3 heures & 37° C une suspension de levures dgées de 24 heures dans du
sérum frais (généralement du sérum de cheval) ou dans un milieu synthé-

tique tel gue le milieu 199 (LANDAU et af., 1965).

Dans ces conditions, la majorité des blastospores émet un

filament fin, flexueux, sans constriction a la base : il s'agit de tubes
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germinatifs ou encore formes de blastése.

IV - DIGESTION ENZYMATIQUE MENAGEE DES PAROIS

Les blastospores sont traitées pendant 60 min. a 37° C par
un mélange de pronase (MERCK), 250 pg/ml et de 2 - mercaptoethanol
0,2 M, dans un tampon tris HCL 0,05 M, pH 7,4. (CASSONE et al., 1978).

V - OBTENTION DES SPHERO-PROTOPLASTES

Apras traitement par la pronase et le 2 - mercaptoéthanol
dans les conditions précédentes, les levures sont soumises a l'action
de la chitinase ( CALBIOCHEM - BEHRING) 1 mg/ml en tampon phosphate
pH 6,8, pendant 4 heures a 30° C.

VI - REGENERATION DES SPHERO-PROTOPLASTES

De maniére a faciliter la récupération des levures aprés di-
gestion enzymatique de leurs parois, la régénération est réalisée en mi-
lieu de culture ligquide : il s'agit du milieu de Sabouraud liquide normal
(glucose, 20 g ; peptone, 10 g ; H,o distillée, 1 OO0 ml) ou appauvri en

2
glucose (1 g/1).

VII -~ TECHNIQUES MICROSCOPIQUES

Ces techniques ont été appliquées a des cellules intactes,
ou ayant subi différents traitements (digestions enzymatiques, régénéra-

tion, ...).

A) MICROSCOPIE DE FLUORESCENCE

Les blastospores entidres ou coupées au cryostat, préalable-

ment lavées et mises en suspension dans 1'H_.o distillée, sont déposées

dans les alvécles de lames & fluorescence (giomérieux). Ces lames, apreés
séchage, sont recouvertes par une solution & 250 pg/ml de lectine (In-
dustrie biologique frangaise, I.B.F.) marquée par l'isothiocyanate de
fluoresceine (Con A - FTC, WGA-FTC) dans un tampon cacodylate de Na

ol M pH 7,4. Nous avons également employé la ferritine cationisée
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FIGURE A : Différentes étapes de préparation des levures pour l'obser-

vation en microscopie électronique.
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fluorescente, (100 ug/ml) préparée a partir de ferritine cationisée native
(MILES) et d'isothiocyanate de fluoresceine (I.B.F.), selon la méthode de
KING et PRESTON (1977). Aprés 30 min. d'incubation, les lames sont rincées
soigneusement (3 fois 10 min.) dans la solution tampon. Des préparations
contrdles sont réalisées pour les lectines avec 1'& - méthyl - D -

mannopyranoside 0,2M, et la N - acetyl - D - glucosamine 0,5 M.

Les observations sont effectuées sur microscope Leitz ortho-
plan muni d'un dispositif d'épifluorescence, et enregistrées sur film

Kodak Tri - x - pan 400 ASA.

B) MICROSCOPIE ELECTRONIQUE (figure A)

a) Utilisation des lectines

1) Sur cellules entiéres ou préalablement coupées a

congélation

Les cellules recueillies sont lavées 3 fois dans l'Hzo
distillée, puis fixées par le glutaraldéhyde 5 % dans du tampon cacody-
late de Na 0,1 M pH 7,4, a 4° C. Cette fixation est soit poursuivie pen-
dant deux heures, soit interrompue au bout de 30 min. Dans ce dernier cas,
le matériel est rapidement congelé sur la table du cryostat,et sectionné
a l'épaisseur de 5 - 7 um. Les coupes ainsi réalisées sont fixées a nou-

veau pendant 1 H 30 min. par le glutaraldéhyde 5 %.

Les piéces sont alors traitées pendant 1 heure avec de
la Con A ou de la WGA (I.B.F.) a des concentrations de 50 ou 100 ug/ml
dans du tampon cacodylate de Na 0,1 M pH 7,4 contenant 1 millimole de
MgCl_, MnCl

2 2
elles sont incubées pendant 1 heure soit avec la péroxydase du Raifort

et CaClz, et lavées 3 fois 30 min. dans ce tampon. Puis

(Sigma, type II) ou le mannosyl ferritine (I.B.F.) pour la Con A, soit
avec le chitobiosyl ferritine ou le chitobiosyl péroxydase (I.B.F.) pour
la WGA, a des concentrations de 50 ou 100 ug/ml dans le méme tampon.
Aprés lavage, le matériel traité par les solutions de ferritine gl&édsy—

Q.

lée est directement postfixé 30 min. par le tétroxyde d'osmium 1 % en
tampon cacodylate de Na 0,1 M pH 7,4, deshydraté i l'alcool, et inclus

dans le milieu de SPURR (1969).
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La péroxydase est révélcée selon GRAHAM et KARNOVSKY
(1966) par un mélange de 3 ~ 3' diaminobenzidine -~ 4 HCL (DAB), (SERVA),
a4 la concentration de 50 ug/ml dans un tampon tris HCL 0,2 M pH 7,4, et
d'H2 O2 0,01 %, pendant 15 min. Les échantillons ainsi traités sont
lavés et postfixés comme précédemment. Toutes ces opérations sont réali-

sées sous agitation constante.

Pour vérifier la spécificité de la réaction, 3 types

d'expériences de contrdle sont effectuées :

- Incubation avec la lectine en présence d'un inhibi-
teur, 1'X - methyl - D - mannopyranoside 0,2 M pour la Con A et la N-

Acetyl - D - glucosamine 0,5 M pour la WGA.

- Omission de l'incubation avec la lectine

- Incubation uniquement avec le mélange 3 - 3' DAB -

22

Les coupes effectuées sur un ultramicrotome
"Porter Blum MT1" sont examinées sans coloration,ou simplement contras-
tées 2 min. & l'acétate d'uranyle. Les échantillons traités par la péro-

xydase peuvent, préalablement a l'inclusion, étre examinés en microscopie

photonique.

2) Sur sections ultrafines de glycol methacrylate

Cette technique de détection des sites récepteurs
aux lectines a été mise au point par GROS et af., (1977). Les cellules
sont fixées par le glutaraldehyde 5 % dans un tampon cacodylate de Na
0,1 M pH 7,4 pendant 2 heures a 4¢ C, lavées 1 nuit dans le méme tampon,
puis incluses dans une résine hydrosoluble, le glycol méthacrylate
(G.M.A.) (LEDUC et BERNHARD, 1967). Les sections ultrafines sont recueil-
lies dans des anneaux de plastic et mises & flotter sur les différemnts
milieux d'incubation précédemment cités, sous agitation permanente. Des
lavages d'une nuit a 24 heures sur l'eau bidistillée sépare chaque trai-
tement. Les coupes sont examindes sans étre contrastées, ou aprés colo-

ration 2 min. par 1'acétate d'uranyle.
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b) Technique & l'acide périodique - Thiocarbohydrazide -

protéinate d'argent (Technique de THIERY , 1967).

Les sections ultrafines de blastospores réalisées soit apreés
fixation au glutaraldéhyde 5 % et inclusion dans le GMA, soit aprés dou-

ble fixation (glutaraldehyde 5 % - 0sO, 1 %), et inclusion dans le mélan-

4
ge de SPURR, sont recueillies sur grilles en or, et traitées selon la

technique décrite par THIERY (1967) avec des temps de passage de 1 ou 24
heures dans le thiocarbohydrazide. Les expériences de contrdle suivantes

ont été réalisées

- Omission de l'acide périodique
- Absence de passage sur le thiocarbohydrazide
- Remplacement de 1l'acide périodique par de 1l'eau oxy-

génée a 10 % pendant 30 min.

Cette technique a également été appliquée a des sections ul-
trafines de blastospores préalablement traitées par la méthode Con A-

péroxydase.

¢) Technigque a 1l'acide phosphotungstique a bas pH (technique

au PTa).

Cette technique est réalisée sur du matériel fixé au glutaral-

déhyde seul et inclus dans le GMA. Les coupes recueillies sur des grilles

en or sont contrastées 10 min. par une solution a 1 % d'acide phosphotung-
stique dans l'acide chlorydrique 1 N (RAMBOURG, 1967), puis rincées rapide-
ment dans l'eau distillée. La spécificité de la réaction est vérifiée par
digestion enzymatique avec la trypsine (SIGMA)} a 1 % dans un tampon tris-
maléate 0,05, pH 8, pendant 4 heures a 37°c, puis coloration par l'acide

phosphotungstique.

d) Utilisation de colorants cationiques

La préparation commercial de rouge de ruthénium (FLUKA) est
ajoutéeaux fixateurs, glutaraldéhyde et tetroxyde d'osmium, & une con-

centration de 0,5 % (LUFT 1971).



39

La ferritine cationisée est utilisée sur des cellules préa-
lablement fixées par le glutaraldehyde, 3 raison de 1 mg/ml
en tampon cacodylate de Na 0,1 M pH 7,4 (BENCHIMOL et af., 1979).
Aprés lavage dans le tampon, le matériel est postfixé 30 min. par le

tetroxyde d'osmium 1 %.

e) Recherche de 1l'activité phosphatasique acide

Les cellules préalablement coupées au cryostat et fixées

par le glutaraldéhyde (comme indiqué précédemment) sont lavées une nuit
en tampon cacodylate de Na 0,1 M pH 7,4 additionné de 7,5 % de sucrose.
Pour la localisation de l‘'activité phosphatasique acide, l'incubation
est réalisée dans le milieu au plomb de GOMORI (1952) modifié par MILLER
et PALADE (1964), utilisant le Na - F - Glycérophosphate a pH 5 comme
substrat, pendant 30 min. a 37° C. Les piéces sont ensuite lavées dans
un tampon acétate 0,05 M contenant 4 % de formaldéhyde et 7,5 % de su-

crose pendant une nuit, puis postfixdes 30 mn. & 1'0. 0, 1 %. Deux types

S 4
de témoins ont été réalisés

- Incubation des piéces dans un milieu dépourvu de

substrat.

- Incubation dans un milieu additionné d'un inhibi-
teur, le fluorure de Na 1 %, a raison de 1 ml pour 25 ml de milieu d'in-

cubation.

Les coupes sont examinédes sans &tre contrastées.

f) Etude ultrastructurale

Pour l'examen morphologique, les cellules coupées ou non au
cryostat, sont fixées avec le glutaraldehyde 5 % dans du tampon cacody-
late de Na 0,1 M pH 7,4 pendant 2 heures & 4° C, et postixées 2a l'OsO4
1 %,0u au permanganate de potassium 2 % pendant 30 mn. Les coupes sont
examinées non contrastées ou colorées par 1l'acétate d'uranyle en solu-

tion alcoolique, et par le citrate de plomb selon REYNOLDS (1963).

Toutes les observations ont été rséalisées au microscope élec-

tronique "SOPELEM 75" ou "HITACHI HU 11 E".
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VIII ~ ANALYSE STATISTIQUE

Pour déterminer 1l'épaisseur moyenne de l'enveloppe cellulaire
et la distribution de 1l'activité phosphatasique acide, 2 blocs choisis
au hasard sont sectionnés en coupes d'épaisseur équivalente. A partir de
chagque bloc, 5 grilles sont constituées. Les comptages sont effectués sur
2 coupes sélectionnées par grille et a raison de 20 blastospores par cou-
pes. Les résultats exprimés par leur valeur moyenne et sa déviation stan-~

dard (X + SD) sont comparés par le test T de Student Fischer.

L'estimation quantitative des particules de ferritine a été
réalisée 3 partir de micrographies de blastospores entiéres (10 micro-
graphies par série) et sur des sections longitudinales de paroi (5 par
cellule). Les résultats sont exprimés par le nombre moyen de particules

de ferritine/um, et sa dérivation standard.

IX - ADHERENCE AUX CELLULES EPITHELIALES

L) PRELEVEMENT

Les cellules de 1l'épithélium buccal sont collectées par léger
raclage de l'intérieur des joues & l'aide d'un écouvillon stérile. Elles

sont mises en suspension et lavées 3 fois dans du PBS pH 7,2.

Pour tester l'adhérence des levures & 1'épithélium intestinal,

2 types d'essai ont été réalisés :

- soit en utilisant un fragment d'intestin (2~ 2 cm de
longueur) prélevé dans la portion proximale du jéjunum, ouvert longitudi-
nalement, lavé en PBS, et enroulé de telle manidre que les villosités
soient dirigées vers l'extérieur, selon la technique de REILLY et KIRSNER
(1965). La portion intestinale ainsi préparée est fixée 1 heure au formol

neutre 1 %, puis lavée, avant d'étre incubéeavec les levures.

- soit en utilisant des entérocytes isolés obtenus se-~
lon la méthode d'IZHAR et al., (1982). Un fragment d'intestin prélevé
dans la méme région qui précédemment est attaché & ses extrémités puis

rempli d'une solution de PBS 0,05 M pH 7,2 contenant 27 m M de citrate
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Figure B : Protocole expérimental d'adhérence. CE, cellules épithéliales ;
Ll' levures adhérentes ; L2, levures non-adhérentes.

L, levures ;
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de sodium. Il est incubé ainsi 15 min. & 37° C. Il est ensuite ouvert
longitudinalement puis incubé a nouveau 30 min. a 37° C (sous agitation
rotative & raison de 12 rotations/mn.) dans du PBS 0,1 M pH 7,2 conte-
nant 1,5 m M 3'EDTA et 0,5 m M de dithiothreitol. La suspension de cel-
lules épithéliales est centrifugée (10 min. & 500 g) puis lavée en PBS,
et fixée au formol 1 % pendant 1 heure pour stopper toute réaction en-

zymatique (GIRARDEAU, 1980).

B) PROTOCOLE D 'ADHERENCE (Figure B)

Toutes les manipulations ont lieu en PBS 0,1 M pE 7,2. 1 ml
d'une suspension de cellules épithéliales a la concentration de 1 x 105/ml
et 1 ml d'une suspension de levures a 5 x 106/ml {1 cellule épithéliale/

50 levures) sont incubés 30 min. 3 37° C en agitation (12 rotations/min.).

Aprés passage rapide au vortex (215 sec.) pour détacher les

levures peu adhérentes, les cellules épithéliales sont collectées

~ soit sur des membranes filtrantes polycarbonate
(NUCLEOPORE - diamétre des pores 10 um), lavées avec 50 ml de PBS pour

éliminer les levures non adhérentes.

- soit par centrifugation (1400 g pendant 10 min.) en
gradient continu 1,015 - 1,160 de percoll. Les cellules épithéliales
sont récupérées a l'interface 1,033 - 1,048, alors que les levures non

adhérentes se rassemblent 3 l'interface 1,121 - 1,143.

C) OBSERVATIONS MICROSCOPIQUES

Apreés lavages, les 2 fractions (cellules épithéliales + levu~
res isolées) sont préparées pour la microscopie électronique 3 transmis-
sion,et pour la microscopie de fluorescence,comme indiqué au paragraphe

VIII B.

Pour la microscopie électronique & balayage, les échantillons
sont fixés au glutaraldehyde 5 % en tampon cacodylate de Na 0,1 M pH 7,4
1 heure & 4° C, lavés a l'eau distillée, puis lyophilisés. Aprés métal-

lisation, ils sont observés au microscope a balayage MINI-SEM, MSM-2 (ISI).



42

Les observations en microscopie photonique sont réalisées
aprés fixation des échantillons au formol neutre 10 % pendant 1 heure,
inclusion en paraffine, réalisation de coupes & l'épaisseur de 6 um et

coloration au PAS - bleu de toluidine.



CHAPITRE I

LOCALISATION DE COMPOSANTS PARIETAUX
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I - INTRODUCTION

La composition chimique des parois de Candida albicans ne
différe pas en nature de celle des autres levures. Bien que souvent
contradictoires sur le plan quantitatif, les données de la littérature
s'accordent pour y mentionner la présence de iipides, de protéines, et
surtout de polysaccharides (chitine, glucanes et mannanes) principaux
composants pariétaux a bénéficier des développements récents de la cy-
tochimie ultrastructurale. Leur abondance dans les parois facilite par

ailleurs la mise en ceuvre de techniques de détection.

La synthése des travaux réalisés dans les domaines ultra--
structuraux et cytochimiques (CASSONE ef af., 1973, 1978, 1979 ;
PARTRIDGE et DREWE, 1974 ; POULAIN et al., 1978, 1981) et biochimiques
(CHATTAWAY et al., 1968, 1976 ; DOMANSKI et MILLER, 1968 ; GRIMMECKE et
REUTER, 1980, a, b,) révele, au sein d'une organisation générale typique
des parois fongiques (FARKAS, 1979), une hétérogénéité de 1'architecture

pariétale qui témoigne d'une évolution permanente de ces structures.

La paroi de Candida albicans fut d'abord décrite comme cons-
tituée d'une zone externe amorphe, dense aux électrons, et d'une zone in-
terne plus claire, de nature microfibrillaire. Les études ultérieures de
DJACZENKO et CASSONE (1971) puis de POULAIN et al., (1978), en y décrivant
un arrangement concentrique successivement de 5, puis de 8 couches, de-
vaient démontrer 1l'existence d'une stratification pariétale beaucoup plus
complexe et wvariable que celle initialement décrite. Dans la mesure ol
ces deux aspects fondamentaux de la biologie des parois (complexité et
variabilitd, témoignent de la capacité d'adaptation des levures a leur
environnement, il nous est apparu opportun de les aborder, en utilisant

des techniques plus sélectives.

Parmi les méthodologies proposées, l'utilisation des lectines
conduit actuellement & une grande précision dans la localisation de cer-
tains résidus polysaccharidiques des surfaces et des parois cellulaires
(SHARON et LIS, 1972). Ainsi la concanavaline A, dont 1l'emploi &n cyto-
chimie ﬁltrastructurale fut proposé deés 1971 par BERNHARD et AVRAMEAS,
révéle préférentiellement les mannanes chez les levures (TKACZ et al.,

1971 ; CASSONE et al., 1978). De méme la wheat germ agglutinine, permet
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la détection de la chitine des parois fongiques (MOLANO et al., 1980).

Plusieurs auteurs ont décrits des techniques tendant a ac-
croitre l'efficacité de ces réactions. Quelques publications font état
notamment de méthodes permettant la visualisation des lectines sur cou-
pes de tissus par divers marqueurs tels que l'or colloidal (HORISBERGER
et VONLANTHEN, 1977 ; HORISBERGER et al., 1978 a et b) la péroxydase
(GROS et al., 1977) ou la ferritine (NIR, 1978 ; SANDOZ, 1978).

Ainsi, GROS et al., (1977) décrivent une méthode permettant
d'étudier en microscopie électronique la distribution intracellulaire des
sites récepteurs aux lectines, sur différents tissus de mammiféres, spo-
rozoaires et bactéries, inclus dans une résine hydrosoluble, le glycol
méthacrylate. L'intérét des coupes & congélation dans l'utilisation des
lectines a par ailleurs été rapporté (BRETTON et BARIETY, 1976 ;
GUILLOUZO et FELDMANN, 1977). Enfin, MONSIGNY ef al., (1976) et SCHREVEL
et al., (1976, 1979) ont développé une méthode séquentielle permettant

de révéler les lectines grice a des margueurs substitués par un sucre

(marqueurs glycosylés).

Dans ce chapitre, nous rapportons les informations obtenues
par l'application de ces différentes techniques a la paroi de Candida
albicans, en association avec des digestions enzymatiques et la colora-

tion de Thiery. Ces résultats ont fait l'objet des publications suivantes :

TRONCHIN, G., POULAIN D. and BIGUET 7,1979.Etudes cytochimiques et ultra-
structurales de la paroi de Candida albicans. I. Localisation des manna-
nes par utilisation de Concanavaline A sur coupes ultrafines. Arch.

Microbiol., 123, 245-249.

TRONCHIN G., POULAIN D., HERBAUT J. and BIGUET J., 1981. Localization
of chitin in the cell wall of Candida albicans by means of wheat germ
agglutinin. Fluorescence and ultrastructural studies. Eur. J. Cell. Biol.,

26, 121-128.

TRONCHIN G., POULAIN D., HERBAUT J. and BIGUET J., 1981. Cytochemical and
ultrastructural studies of Candi{da afbicans. II. Evidence for a cell wall

coat using Concanavalin A. J. Ultr. Res., 75, 50-59.
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II - RESULTATS

A) LOCALISATION DES MANNANES

Ce sont les constituants polysaccharidiques majeurs de la
paroi de Candida albicans (YU et al., 1967 a et b ; DOMANSKI et MILLER,
1968 ; CHATTAWAY et af., 1976), ils s'y présentent principalement sous
la configuration o(D,¥-(1—+2) et & -(1—6).

a) Localisation sur coupes ultrafines

Les observations ultrastructurales témoignent d'une préser-
vation convenable de la morphologie générale des blastospores, et révélent

la présence des principaux organites cytoplasmiques déja décrits. La dou-

ble coloration (fig. 6) et la technique acide périodique - thiocarbohydrazide -

protéinate d'argent (fig. 7) attestent de l'intégrité de la stratification
pariétale. Les dépdts d'argent se localisent principalement & la périphérie
de la paroi en une couche dense et épaisse. Le plasmalemme apparait égale-

ment souligné d'un fin liseré.

Les sections ultrafines soumises 3 l'action de la Concanavaline A

et de la péroxydase montrent 2 couches pariétales périphériques opaques
aux électrons (fig. 8). Ces lames sont constamment individualisées et le
plus souvent nettement séparées par une zone claire (fig. 9). Quant aux
couches pariétales internes, elles ne réagissent pas ou trés faiblement,
tandis qu'un dépdt cytoplasmique intense masque la plupart des organites
cellulaires. Les réactions pariétales ne sont pas observées sur les cou-~
pes soumises aux traitements de contrdle, alors que des précipités non
spécifiques ou une coloration de fond insuffisamment éliminée lors des

différents lavages, demeurent dans le cytoplasme (fig. 10).

Aprés traitement des coupes par la concanavaline A et le
mannosyl ferritine, 1l'ensemble de la paroi des blastospores réagit posi-
tivement. Toutefois, la réaction est plus intense dans les zones parié-
tales denses aux électrons, gu'il s'agisse des couches périphériques, ou
de certaines portions intrapariétales (figs. 11 et 13) dont la présence
inconstante et la disposition irréguliére sont confirmées par les métho-
des de coloraticn usuelles(fig. 14). Les zones internes de 1l'enveloppe
cellulaire (plasmalemme et espace périplasmique) sont également fortement

marquées (fig. 13).
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L'existence de zones de nature ou d'organisation différentes
est soulignée beaucoup plus nettement au niveau des parois de tubes ger-
minatifs. Seules les couches superficielles y font 1l'objet d4d'un marquage,
alors que les zones internes ne réagissent pas (fig. 15). Aucune réaction
n'est détectée dans les expériences de contrdle en présence d'inhibiteur

de la lectine (fig. 12).

b) Localisation sur cellules entiéres ou préalablement coupées

a congélation :

1 - Microscopie photonique :

Avec la concanavaline A - FTC, une fluorescence ho-
mogéne trés intense est observée a la périphérie des blastospores (figs 16
et 20) et des tubes germinatifs (fig. 22). Toutefois, lorsque les éléments
cellulaires ainsi traités sont remis en suspension dans un milieu de déve-
loppement approprié (Sabouraud liquide pour les blastospores et milieu 199
pour les tubes germinatifs, a une température de 37° c), aucune des struc-
tures pariétales des blastospores filles issues du bourgeonnement, (figs.

20 et 21), ou des tubes germinatifs provenant de la blastése, (figs. 22 et

23), ne font l'objet d'un marquage.

Un dépdt brundtre recouvre la surface des cellules
traitées par la concanavaline A et la péroxydase (fig. 17). Ce marquage,
bien que plus discret, s'étend également a la paroi des tubes germinatifs
dont 1l'apex est fortement réactif (fig. 18). Dans les deux cas, les réac-
tions sont totalement inhibées en présence de méthyl & -D mannopyranocside

0,2 M (fig. 19).

2 - Microscopie électronique : mise en évidence

d'un revétement pariétal.

c(, Par la Concanavaline A

Sur les blastospores préalablement coupées a
congélation et traitées par la méthode Con A - péroxydase, les précipités
denses aux électrons forment un dépdt intense et irrégulier autour de la
paroi, dont la limite externe clairement définie fait également l'objet 4'
un marquage (figs. 24 et 25). Le revétement pariétal ainsi individualisé

est particuliérement contrasté en périphérie, alors que la réaction
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apparait plus diffuse vers l'intérieur (fig. 25). Un marquage analogue a
celui des blastospores peut &tre observé au niveau des tubes germinatifs
(fig. 27). Enfin, le plasmalemme apparait soulignée par places de préci-

pités irrégquliers (fig. 26).

D'une maniére générale, ni les colorations classi-
ques acétate d'uranyle - citrate de plomb (fig. 41), ni la technique acide
périodique - thiocarbochydrazide - protéinate d'argent (figs. 29 et 30) qui
contrastent intensément la surface de la paroi, ne permettent la mise en
évidence des structures pariétales superficielles. Toutefois, cette der-
niére technique appliquée a des cellules incluses dans le milieu de SPURR
(fig. 32) ou dans le GMA (fig. 31), révéle occasionnellement 1 'existence
d'une bande de matériel faiblement contrasté autour de la paroi. L'utili-
sation combinée de cette technique et de la méthode Con A - péroxydase
permet une bien meilleure appréciation de 1l'architecture pariétale. Les
micrographies (fig. 33) montrent alors, d'une part le revétement pariétal
révélé par ses affinités pour la Con A, et d'autre part le contraste in-

trapariétal visualisé par la technique de Thiexy.

~

Aprés incubation des coupes a congélation dans la
Con A et le mannosyl ferritine, les particules de ferritine apparaissent
localisées sous forme d'une bande continue et réguliére & la périphérie
@es cellules (fig. 34). L'utilisation du cryostat dans la préparation du
matériel entraine parfois sinon une véritable coupe, tout au moins une
fracture des levures rendant plus accessibles a la fois les zones pro-
fondes de l'enveloppe cellulaire et les organites cytoplasmigues. Dans
Ce cas, un marquage associé aux vacuoles (fig. 49) et & l'espace péri-
plasmique (fig. 50) peut &tre décelé. Les constituants intrapariétaux

apparaissent également marqués a la faveur de cassures (fig. 48).

Dans les expériences de contrdle en présence 4'

inhibiteur (fig. 39), ou aprés omission de la lectine, aucune réaction

pariétale n'est observée. Seule 1l'incubation dans le mélange DAB—H202
réveéle la présence d'une activité péroxydasique au niveau des crétes mi-

tochondriales (fig. 40).

L'épaisseur moyenne de 1l'enveloppe cellulaire ob-

tenue pour chacun des tests cytochimiques précédents est reportée dans
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le tableau A. Elle met nettement en évidence l'existence de structures

superficielles révélées par la Con A.

.Par Les colorants cationiques et l'acide

phosphotungstique & bas pH

Avec la ferritine cationisée, l'enveloppe cellulaire présente
une réaction superficielle intense, & l'exception des cicatrices de
bourgeonnement (fig. 52). Les particules de ferritine y apparaissent
sous forme de fins filaments disposés en grappes, et orientés perpen-
diculairement a la paroi (fig. 53). Alors que 1'examen ultrastructu-
ral ne révéle aucune différence de marquage entre blastospores et
structures mycéliennes, l'utilisation de ferritine cationisée fluores-
cente entraine une réaction beaucoup plus forte sur la paroi des tubes

germinatifs (fig. 51).

Une coloration iniforme et continue, mais également plus dis-
créte au niveau des cicatrices de bourgeonnement, est obtenue a la sur-
face des parois par le rouge de ruthénium (fig. 57). De la méme maniére,
les zones pariétales périphériques des blastospores et des tubes germi-
natifs réagissent intensément avec 1l'acide phosphotungstique, mais les;
dépdts sont ici plus grossiers (figs. 54 et 55). Le plasmalemme fait
également 1l'objet d'un marquage. Ces différentes zones ne présentent
plus d'affinité pour l'acide phosphotungstique aprés action de la trypsine

al s (3 H. a 37%) (fig. 56).

c) Effets du traitement par la pronase et le 2 - mercaptoéthanol

Le traitement par la pronase et le 2 mercaptoéthanol qui dégrade
considérablement la paroi des jeunes cellules en extrayant une grande par-
tie des composés polysaccharidiques périphériques (figs. 35 et 37) favo-
rise la pénétration des réactifs. Les zones pariétales internes font alors
l'objet d'un marquage par la ferritine (figs. 36 et 37). Au contraire, ce
traitement n'affecte que superficiellement la paroi des blastospores pa-
rentales et il aboutit la plupart du temps a l'élimination du revéﬁement
pariétal gqui n'adhére plus alors .a la paroi. Ce processus est bieﬁ'démon-
tré par l'emploi de péroxydase (fig. 28). Inversement, la restauration du

revétement pariétal est plus ais&ment visualisée par la ferritine et la
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redistribution des sites récepteurs & la Con A & ce niveau peut étre
quantifiée (figs. 42 - 43 et 44 a 47). Les comptages font apparaitre
une distribution réguli&re et une augmentation rapide du nombre de
particules de ferritine sur le revétemeht pariétal des cellules en ré-
génération, qui acqui&rent progressivement les caractéristiques des

cellules intactes (tableau B).

Le revétement pariétal est d'autre part extrémement labile.
Une simple agitation rotative des blastospores dans du PBS (1 heure a
37° ¢ a raison de 12 rotations/minute) suffit a en libérer de nom-
breux fragments (figs. 59 et 60), dont seule la face externe fait l'objet
d'un marquage {fig. 58). De méme gu'aprés le traitement par la pronase et
le mercaptoéthanol, aucune réaction n'est détectée au niveau des zones

sous-jacentes alors exposés aux réactifs (voir chapitre 4).

B) LOCALISATION DE LA CHITINE

Chez les levures, ce polysaccharide est connu pour jouer un rdle
essentiel dans les processus de bourgeonnement (CABIB et af., 1974, CABIB
et BOWERS, 1975) ainsi que dans le maintien de la rigidité cellulaire
(CHATTAWAY ot af., 1976). Des travaux de microscopie électronique & trans-
mission et a balayage utilisant la WGA marquée a l'or colloidal
(HORISBERGER et ROSSET, 1976 ; HORISBERGER et VONLANTHEN, 1977) ont montré,
en accord avec les résultats fournis par les techniques biochimiques
(CHATTAWAY ef af., 1968, 1976) que la présence de chitine n'est pas limitée
aux seulaes cicatrices de bourgeonnement. Dans le présent travail nous nous
sommes proposés d'en préciser la localisation chez Candida albicans a l'aide

de wheat germ agglutinine.

a) Sur cellules intactes ou coupées au cryostat

La technique de THIERY et la double coloration appliquées & des
blastospores intactes ou coupées au cryostat, révélent dans les zones pa-
riétales profondes, l'existence d'un squelette de nature microfibrillaire,
en continnité avec les structures observées au niveau de la cicatrice de
bourgeonnement (figs. 61, 62, 63, 65 et 68). Celle-ci apparait surmontée

d'une calotte de matériel non contrastée (fig. 64). Par ailleurs, aucune
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différence fondamentale ne peut é&tre observée entre l'organisation pa-

riétale des cellules méres et filles (fig. 69).

Les cellules entiéres traitées par la WGA-FTC montrent une fluo-
rescence trés diffuse de leur paroi. La réaction est plus intense, mais
irrégulierement répartie, lorsque les levures sont préalablement section-

nées au cryostat (fig. 70).

L'examen ultrastructural révéle, avec le chitobiosyl péroxydase,
un marquage continu a la périphérie des blastospores, interrompu unique-
ment au niveau de leur cicatrice de bourgeonnement (fig. 72). Celles-~ci
sont coiffées d'une zone dense ancrée plus profondément (figs. 67 et 72).
Avec le chitobios¥l ferritine, un léger dépbt de particules s'observe au
niveau de ces mémes cicatrices (figs. 66 et 73), mais également sur les
faces internes et externes des parois fracturées ou décollées du cyto-
plasme sous-jacent, et dans les vacuoles (fig. 74). Les réactions sont

inhibées en présence de N-acétyl-D-glucosamine.

b) Sur cellules traitées par la pronase et le 2- Mercaptoéthanol

La digestion enzymatique, en éliminant les composants amorphes
superficiels, dévoile 1l'organisation des structures pariétales profondes
et met nettement en évidence la texture microfibrillaire des couches in-
ternes (fig. 75). Les altérations sont particuliérement sensibles chez
les jeunes cellules (fig. 76) et au niveau du septum des cellules en

bourgeonnement (fig. 77).

Aprés un tel traitement, la paroi des jeunes cellules fait 1'
objet d'un marquage intense en microscopie de fluorescence (figs. 78 a et b).
Ces observations sont confirmées par la microscopie électronique. Seules
les cellules filles montrent une accessibilité de leurs composants parié-—
taux aux différents réactifs et font 1l'objet d'un marquage {(fig. 79). Un
important dépdt opaque aux électrons peut en effet &tre observé sur le
plasmalemme et ses invaginations, dans l'espace périplasmique, et au ni-
veau de vésicules intracytoplasmiques (fig. 80). La zone de jonction en-
tre cellules mére et fille est également fortement marquée (figs. 82 et 83).
Ces réactions sont inhibées en présence de N-acetyl-D glucosamine 0,5 M

(fig. 81).
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Aucun marquage n'a pu étre visualisé par la WGA et le chito-
biosyl ferritine aprés digestion modérée des parois par la pronase et

le mercaptoéthanol.

c) Sur cellules traitées par le mélange pronase -

2 mercaptoéthanol, puis par la chitinase

Un tel traitement provoque la formation de sphéro—protoplaste
chez les cellules filles alors que certaines cellules parentales con-
servent une partie de leurs composants polysaccharidiques pariétaux
(fig. 84). Dans ce cas, la fluorescence consécutive au traitement par
la WGA-FTC n'est observée que dans les parois des blastospores méres
(figs. 85 a et b). En revanche, et quel que soit le cytomarqueur uti-
lisé, aucune réaction n'est décelée en microscopie électronique

figs. 86 et 87).

d) Sur coupes ultrafines

En raison de la mauvaise appréciation des limites pariétales et
cytoplasmiques, les résultats fournis par cette technique sont souvent
imprécis. Les coupes de résine hydroscluble traitées par la WGA et le
chitobiosyl ferritine révélent toutefois un marquage pariétal hétéro-
géne plus spécialement localisé au niveau de deux zones, 1l'une périphé-
rique, et l'autre située au voisinage de l'espace périplasmique. Cette
observation concerne aussi bien la paroi des blastospores (fig. 88) que

celle des tubes germinatifs (fig. 89).

III - DISCUSSION

A) validité des techniques

a) Détection des sites récepteurs

La détection correcte des sites intracellulaires et pariétaux
récepteurs aux lectines dépend pour une large part de leur accessibili-
té aux différents réactifs. L'u;ilisation de cellules préalablement
fracturées au cryostat, en facilitant la pénétration des marqueurs, cons-
titue un complément intéressant entre les méthodes de détection sur cel-

lules entidres et celles faisant intervenir des coupes ultrafines. Ces
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derniéres donnent en effet des résultats d'interprétation délicate, en
raison des manipulations répétées de coupes particuliérement fragiles.
Toutefois, une préparation de 1'objet minimisant considérablement les
pertes d'activités cytochimiques (courte fixation et absence de déshy-
dratation) et un contact homogéne entre toutes les structures cellu-
laires et les réactifs, plaident en leur faveur. De fait les résultats

obtenus donnent une bonne idée d'ensemble de la composition de la paroi.

A l'inverse, en demeurant limitées aux seules structures super-
ficielles des cellules entiéres, les mémes réactions objectivent un re-
vétement pariétal dont la révélation peut s'expliquer par la nature des
composants. Ils constitueraient un réseau suffisamment dense et tenace
pour fixer les molécules de lectine sur des cellules entiéres, mais néan-

moins trop lache pour &tre détecté sur coupes fines.

L'interprétation des informations obtenues par 1l'utilisation de
cellules préalablement fracturées au cryostat ou traitées par des enzymes
se doit de demeurer prudente. En effet, les cellules réagissent différem-
ment aux traitements enzymatiques. Certaines d'entre elles ne sont pas
cassées lors de leurs passages au cryostat, ou le sont a des niveaux dif-
férents. De plus, les réactifs ayant généralement une pénétration limitée
l'intensité et 1'homogénéité du marquage dépendront largement de la posi-
tion du plan de coupe des sections ultrafines, par rapport a la fracture
initialement réalisée au cryostat (fig. C). Dans ces conditions, la com-
péraison des résultats ne peut se faire gu'entre groupes de cellules, et
non d'une cellule a l'autre ; et l'absence de réactions cellulaire ou
intrapariétale n'a de signification que si elle concerne toute une pcpu-

lation cellulaire a un stade donné.

b) Visualisation des sites récepteurs

En plus de leur accessibilité la visualisation des sites récep-
teurs aux lectines appelle quelques remarques. La péroxydase pénétre en
effet mieux au travers de la paroi que la ferritine, et elle donne une
définition de l'architecture pariétale superposable a la stratification
établie par les méthodes conventionnelles. Toutefois, le produit opaque

aux électrons provoqué par la réaction est trés diffusible (GROS, 1979)
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ce qui interdit une localisation précise des composés recherchés. La
réaction finale peut en effet soit masquer, soit révéler d'une manieére
identique, des zones de différentes concentrations en sites récepteurs.
Ces difficultés ne se rencontrent pas avec les marqueurs denses. La pos-
sibilité de quantifier les particules de ferritine confére a la techni-
que une plus grande précision (SCHREVEL et af., 1979, 1981), en particu-

lier tant que leur pénétration n'est pas mise en cause.

B) Les constituants pariétaux

a) Les mannanes

L'intérét de leur localisation n'a cessé de croitre depuis qu'
ils sont connus comme les déterminants antigéniques majeurs de Candida
albicans et surtout comme les supports de 2 sérotypes, (A et B), diffé~
rents par leur comportement pathogene et leur sensibilité aux antifongi-
ques (SUMMERS et af., 1964 ; FUKAZAWA et al., 1980 ; SUZUKI et FUKAZAWA,
1982). Les études respectives de POULAIN et af., (1978, 1981) et de
CASSONE et al., (1978, 1979) avaient déja suggéré leur existence dans
les couches les plus superficielles de la paroi. L'utilisation de métho-
des de détection plus spécifiques (HORISBERGER et VONLANTHEN, 1977) fai-
sant intervenir des anticorps homologues anti-mannanes ou de la Con A
marquée & 1'or colloidal,a révélé une localisation intrapariétale des

mannanes, bien qu'assez imprécise, chez Saccharomyces cerevisiae et
Candida wutilis.

De l'analyse des résultats fournis par les différentes méthodes
utilisées dans cette étude, et compte tenu de leur spécificité, il res-

sort

* que les molécules de mannose, ou leurs polymeres,
sont répartieg dans l'ensemble de la paroi des blastospores, mais sont
détectées en plus grande quantité au niveau de l'espace périplasmique
et surtout dans les zones pariétales les plus superficielles. La répar-
titiorn des marnanes a ne niveau en 2 couches concentriques périphérigues
corroborent les résultats immunocytochimiques de POULAIN et af., 1981.
Celle-ci serait d'ailleurs commune a d'autres espéces de Candida

(FISCHER et REUTER, 1982). Leur localisation profonde est en accord avec
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une conception plus actuelle de l'organisation des parois fongiques,
qui vise 3 considérer les mannanes comme des constituants intégrés

dans un squelette microfibrillaire constitué de glﬁcanes et de chitine
(FARKAS, 1979). Elle pourrait refléter un phénoméne secrétoire de la
zone périplasmique vers la périphérie cellulaire s'effectuant par 1l'in-
termédiaire de pores et, confirmant ainsi les observations originales

de TOKUNAGA et TOKUNAGA (1980) et de VOGT et af., (1980).

* que seules les couches externes des tubes germi-
natifs contiennent des mannanes, en accord avec la nature vraisemblable-

ment chitineuse des zones les plus internes (CASSONE ¢t al., 1978).

* enfin que les mannanes préexistant dans la paroi ne
semblent pas &tre intégrés aux nouvelles structures pariétales formées

au cours des processus de bourgeonnement et de blasteése.

b) La chitine

L'ensemble des résultats obtenus concernant la localisation de
la chitine dans -la paroi de Candida afbicans apparait sur de nombreux
points en accord avec ceux d'auteurs ayant utilisé des techniques cyto-
chimiques similaires. C'est surtout le cas de la WGA marqguée a l'or col-
loidal, appliquée a des coupes ultrafines de Candida utilis
(HORISBERGER et VONLANTHEN, 1977) ou & des ghosts de Saccharomyces
cerevisiae (MOLANO et al., 1980). D'une part ils apportent la confirma-
tion d'une localisation préférentielle de la chitine au niveau de la ci-
catrice de bourgeonnement et du septum. D'autre part ils révélent sa pré-
sence dans 1l'ensemble de la paroi. Ce dernier fait n'est pas nouveau,
MOLANO et af., (1980), 1'avaient déja signalé a propos de Saccharomyces
cerevesdiae. Toutefois l'originalité de nos observations concerne la
distribution précise de ce polysaccharide dans la paroi. Ainsi, 1l'im-
portant marquage observé dans l'espace périplasmique est en accord avec
les travaux de BRAUN et CALDERONE (1978, 1979) et DURAN et af., (1975),
selon lesquels la chitine serait synthétisée & partir de chitine synthé-
tase uniformément répartie sous forme zymogéne le long du plasmalemme.
De mé€me, il est clair que le squelette microfibrillaire interne, inva-
riablement observé, est en partie de nature chitineuse. L'association

de la chitine a des }3 ~(1—»6) glucanes est démontrée par la nécessité
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de combiner l‘'action d'une.f3-(1—~6) glucanase a celle d'une chitinase,
pour obtenir l'extraction compléte de la chitine chez Sacchamomyceb
cenrevisiae (MOLANO ef al., 1980). Ce phénoméne serait de nature a expli-
quer les réactions positives inattendues, obtenues chez les cellules

traitées par la pronase et la chitinase.

L'observation la plus surprenante de cette étude concerne la
présence d'une faible quantité de chitine dans les couches superficiel-
les de la paroi, par ailleurs riches en mannoprotéines. L'absence d'une
telle réaction au niveau du revétement pariétal, région contenant égale-
ment des mannoprotéines, parait exclure ici la révélation par les mar-
queurs des ponts diacetylchitobiose reliant les résidus asparagine des
chaines protéiques, aux polyméres de mannose (NAKAJIMA et BALLOU, 1974).
Alors que le squelette microfibrillaire interne est sensé assurer le
maintien de la conformation de la cellule fongique, il est difficile de
préciser la signification, structurale ou métabolique, de cette seconde
composante pariétale de nature chitineuse. Sa présence a un stade précoce
du bourgeonnement cellulaire plaide en faveur de la premiére hypothése.
Dans ce cas, elle pourrait renforcer la rigidité de la paroi, et assurer
la rétention de certains composants plus labiles de 1l'enveloppe cellus

laire, comme les mannanes ou les enzymes de 1l'espace périplasmique.

c) Le revétement pariétal

L'affinité des lectines pour certains glycoconjugués des surfa-
ces cellulaires, et leur détection ultrastructurale par différents mar-
queurs, ont été mis a profit pour l'étude de nombreuses structures bio-
logiques de surface chez les cellules eucaryotes. Plusieurs procédés 4'
utilisation, dérivés de la méthode originale décrite par BERNHARD et
AVRAMEAS (1971) ont été proposés : FRANCOIS et MONGIAT, 1977 ; GROS et al.
1977 ; NIR, 1978 ; HORISBERGER, 1979 ; SANDOZ et a,E., 1979 ; SCHREVEL
et al., 1979 ; SKUTELSKY et BAYER, 1979. L'application de certaines d'en-
tre elles aux levures fournit des informations intéressantes sur le revé-

tement externe des parois de ces microorganismes.

L'attention sur l'existence d'une couche muqueuse adhérente a la

paroi de Candida albicans fut tout d'abord attirée per JOSHI et al., (1975)
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qui décrivirent une matrice intercellulaire amorphe ou "surface coat”
présente entre les levures en colonies. Cette structure, en 1'absence
toutefois de véritable démonstration, fut progressivement admise par
1l'ensemble des auteurs et fut successivement qualifiée de "capsule”
(STOETZER et KEMMER, 1975), "mucus coat" (PUGH et CAWSON, 1978),
"capsule like coat" (CASSONE e¢f al., 1978) ou encore "slime layer"
(ARNOLD, 1981). De la méme maniére, la propriété des parois de présen-
ter des variations morphologigques de surface en fonction de leur envi-
ronnement a été signalée sur certains milieux synthétiques (YAMAGUCHI,
1974 ; KULKURANI et al., 1980 ; POULAIN, 1982); en position pathogéne
dans les tissus (MONTES et WILBORN, 1968 ; CAWSON et RAJASINGHAM, 1972 ;
STOETZNER et KEMMER, 1975 ; MYEROWITZ, 1978 ; GARCIA-TAMAYO et al., 1982 ;
SCHERWITZ, 1982);0u lors des phénoménes d'adhérence (HOWLETT etSQUIER,
1980 ; Mc COURTIE et DOUGLAS, 1981).

L'utilisation de €on A, d'acide phosphotungstique, et de colo-
rants cationiques, révéle un revétement pariétal relativement homogéne,
réparti uniformément a la surface des levures. Les réactions positives
obtenues a la périphérie des parois par ces différents colorants mon-

trent :

* que le revétement pariétal de Candida albicans con-
tient des résidus mannopyranosyles, principaux récepteurs de la Con A &

la surface de cette levure (CASSONE et af., 1978).

* qu'il est de nature glycoprctéinique. Sa sensibilité
a4 la pronase et & la trypsine démontre en effet que des protéines sont

nécessaires a son intégrité.

* qu'il est & la fois présent sur les blastospores et
sur les tubes germinatifs. Mais alors que la Con A ne permet de déceler
aucuné différence de marquage entre ces deux formations, 1l'utilisation de
ferritine cationisée en microscopie de fluorescence révéle une densité plus
importante de groupements anioniques au niveau des formes de blasteése.
Cette différence, qui n'est pas cbjectivée par la microscopie électronique,

pourrait &tre & l'origine de 1'autoagglutination des tubes germinatifs.
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* qu'il est constitué de composés extrémement labiles,
susceptibles d'expliquer les taux élevés de mannose (MONSON et WILKINSON,
1981 ; MARIER ef al., 1982) et d'antigénes mannanes pouvant étre utilisés
a des fins diagnostiques (WIENER et COATS STEPHEN, 1979 ; ROBERT et al.,
1980) dans le sérum d'individus atteints d'infections candidosiques. Cette
relative fragilité des revétements de surface a déja été évoquéea pPropos
de Sponothnix schenchil{ (BENCHIMOL et af., 1979) et chez les mycoplasmes
(BERTOLONI et af., 1980).

* qu'il est capable de se régénérer rapidement et pro-
gressivement aprés son extraction, donc qu'il. ne s'agit pas d'une structure
dérivant du milieu de culture, mais bien d'origine fongique. Cet enrichis-
sement en glycoprotéines du revétement pariétal pose le probléme, en 1'ab-
sence de systémes de synthése pariétaux, de l'élaboration (composés nou-
vellement synthétisés ou préexistants dans la cellule) de l'origine (cyto-
plasme ou enveloppe cellulaire) et surtout de la mobilité, ou de la réor-
ganisation,des glycoconjugués au travers de la paroi. Il traduit un phéno-
méne de secrétion actif et continu, nécessaire au maintien de 1l'intégrité

pariétale.

s

La présence d'un revétement a la surface des parois, si elle cons-
titue le reflet de l'activité métabolique de la cellule fongigue,conditionne
surtout les rapports entre cette cellule et son environnement, en méme
temps qu'elle refléte leur nature. L'intervention dans les phénoménes de
perméabilité et d'échanges ioniques classiquement attribuée au revétement
des surfaces cellulaires parait ici plus complexe en raison de l'epaisse
parci qui le sépare de la cellule fongique. En particulier la relative fa-
cilité d'extraction de ses composants,en provogquant la libération de macro-
molécules dans le milieu ambiant, et en démasquant des sites pariétaux sous-
jacents, est susceptible de jouer un réle non négligeable dans 1'adhérence

aux cellules hotes.

IV - CONCLUSION

L'utilisation de méthodes de détection des glycoconjugués associées
a4 des digestions enzymatiques, nous a permis de préciser la localisation de

certains composants de l'enveloppe cellulaire de Candida albicans, et de
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montrer que leur distribution se superpose a une stratification pariétale.
Mais c'est principalement la mise en évidence d'un revétement de nature
polysaccharidique qui retiendra notre attention, car associé aux parcis,
il en constitue les couches les plus superficielles,et doit donc favori-

ser une approche nouvelle des intéractions cellule héte-levure.



CHAPITRE 11

MECANISMES DE SECRETION ET
“DEVENIR” DES ENZYMES DE L'ENVELOPPE

CELLULAIRE : EXEMPLE DE LA PHOSPHATASE ACIDE
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I - INTRODUCTION

L'activité phosphatasique acide chez Candi{da albicans fait
l'objet d'informations limitées et contradictoires qui nous ont inci-
té a reprendre son étude sous l'angle de la cytochimie ultrastructurale.
En effet, bien que sa recherche ait été entreprise d'abord en microscopie
photonique (NARKATES et af., 1968 ; REISS, 1973) puis en microscopie
électronique (DE NOLLIN ¢t af., 1975), elle n'a été observée que dans une
trés faible proportion de cellules et localisée aux seules vacuoles. Ces
données contrastent avec celles de CHATTAWAY et af., (1976), qui aprés
traitement chimique des parois par le dithiothreitol (DIT) ou extractions
enzymatiques faisant intervenir seules ou associées chitinase, protéase
et/Fw (1—+3) glucanase, ont dosé des quantités importantes de cette en-
zyme dans l'enveloppe cellulaire des blastospores et des formes mycélien-
nes. 20 % de l'activité enzymatique restent associés au plasmalemme des
protoplastes, 80 % sont libérés, indiquant que l'enzyme est retenue au
niveau de l'espace périplasmique, et que sa diffusion y est limitée parles

composants pariétaux.

La phosphatase acide isolée de Candida albicans est une glyco-
protéine contenant 88 % de sucres,exclusivement du mannose (ODDS et
HIERHOLZER, 1973), et sa mise en évidence par la microscopie électronique

(voir au chapitre matériels et méthodes) est relativement aisée.

L'exploration eytochimique de cette enzyme, dont la destinée

-

est principalement extx acellulaire, est intéressante & plus d'un titre :

- Pour l'organisme eucaryote "inférieur" qu'est Candida
albicans, elle constitue un ihdicateur de secrétion glycoprotéique. Sa
localisation ultrastructurale peut donc permettre d'en identifier les
sites de synthése, ou d'obtenir des informations sur son mode de secré-
tion. En particulier, l'étude de cette enzyme en tant que "prototype" de
mannoprotéine extracellulaire peut fournir des renseignements sur l'éla-
boration des parois. De la méme mani&re, en tant qu'hydrolase, sa loca-
lisation fine serait en mesure d'apporter des arguments au probléme con-
troversé de 1l'existence des lysosomes (MATILE et WIEMKEN, 1967 ;

WILSON et al., 1969) et de 1l'appareil de Golgi (MATILE ef af., 1969).
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- Pour la levure, cellule entourée d'une paroi, elle repré-
sente un marqueur de l'enveloppe cellulaire, et son devenir a ce niveau
constitue un indice pour 1l'étude de l'évolution des parois au cours de

la différenciation cellulaire.

- Enfin pour l'organisme pathogéne, sa présence a la surface
des cellules doit étre considérée comme un facteur susceptible de con-
tribuer a l'invasion tissulaire et a l'immunogénicité des levures. La
localisation définitive de l'enzyme au sein de l'enveloppe cellulaire
est donc intéressante & établir,car une distribution extrapariétale se-~

rait a rapprocher de la pathogénicité de Candida albicans.

Les résultats ont fait l'objet de la publication suivante :

TRONCHIN, G. ; POULAIN, D. & BIGUET, J. ; 1980. Localisation ultrastruc-
turale de l'activité phosphatasique acide chez Candida albicans.
Biol. Cell. 38 : 147-152.

IT - RESULTATS

Plusieurs sites d'activité enzymatique ont &té mis en évidence

sur les 2 souches étudiées.

A) Les structures cytoplasmigues

Le produit de la réaction est particuliérement dense dans des
vacuoles assocides le plus souvent aux globules lipidiques (Fig. 91).
Des structures marquées, moins volumineuses que les précédentes, et en
relation avec le plasmalemme font parfois intrusion dans le cytoplasme
(fig. 92). Toutefois, la fusion de ces formations a la membrane plasmi-
que, ou leur élaboration a partir de celle-ci, ne peuvent &tre démontrées
a partir des observations ultrastructurales actuelles. Il est clair ce-
pendant qu'il ne s'agit pas de dépSts au niveau d'invaginations du plas-
malemme tels qu'ils sont classiquement observés (comparer avec les figu-

res 97 et 98).

Les précipités de phosphate de plomb sont en outre localisés
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dans les cavités du réticulum endoplasmique (fig. 93) et au niveau de
structures évoquant des saccules golgiens (figs. 94 et 95). Des petites
inclusions denses entourent ces formations. Certaines d'entre elles ont
été également observées a l'apex de cellules en voie de bourgeonnement

(fig. 926).

Ces différents lieux de marquage se rencontrent parincipale-
ment aprés 24 heures de culture sur milieu de Sabouraud. En revanche,
les cellules incubées 3 heures sur sérum ne révélent aucun marquage cy-
toplasmique, tant au niveau des blastospores (fig. 97), que des tubes
germinatifs. Aucun précipité n'a été observé sur les préparations témoins

-

qui donnent des images identiques a celle de la fig. 90.

B) L'enveloppe cellulaire

Un dépdt de phosphate de plomb d'intensité variable, associé
au plasmalemme et & ses projections intracytoplasmiques, est décelé chez
la plupart des cellules (figs. 97 et 98). Le manque de définition de 1'
architecture membranaire ne permet pas toutefois d'attribuer cette acti-
vité phosphatasique a 1l'un ou l'autre des 2 feuillets. Fréquemment méme,
un marquage plus grossier localisé au niveau de 1'espace périplasmique
se superpose au précédent, rendant les deux réactions pratiquement indis-

sociables.

De fins dépdts de phosphate de plomb intrapariétaux disposés
soit en couches concentriques confinues (fig. 101), soit perpendiculai-
rement a l'enveloppe cellulaire entre les microfibrilles des zones in-
ternes (Figs. 99 a et b), mais suggérant dans les deux cas une migration
de l'enzyme vers l'espace extracellulaire, sont également souvent obser-
vés. (Les micrographies 99 a 102 montrent les cas de figures le plus
couramment rencontrés). De fait,une réaction intense et irréguliérement
distribuée recouvre la paroi de nombreux éléments pseudomycéliens et
blastospores (figs. 101, 102, 105, 106), et de la plupart des tubes ger-
minatifs obtenus sur milieu synthétique (figs. 103 et 104). Cette réac-
tion sﬂperficielle des éléments filamenteux contraste étrangement avec
celle des blastospores qui leur ont donné naissance (figs. 104 et 105).
Aucun marquage pariétal n'est mis en évidence aprés filamentation des

levures sur sérum.
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Dans le but de préciser au cours du développement cellulaire,
la cinétique de mise en place de l'enzyme dans les zones précédemment in-
dividualisées, nous avons observé de nombreuses figures de division.

Aucun dépdt n'est tout d'abord détecté dans le jeune bourgeon (fig. 109),
et contrairement aux observations réalisées sur les éléments filamenteux,
les réactions pariétales n'intéressent ici que la cellule mére. Puis 1l'en-
zyme est simultanément révéldée dans les organites cytoplasmiques,et au ni-
veau des zones pariétales basales de la jeune cellule (fig. 110). La réac-
tion s'étend alors a l'ensemble du plasmalemme et de 1l'espace périplasmi-
que, de la paroi, puis du septum (figs. 111 et 112). Une fois le procesus
de séparation terminé, la cicatrice de bourgeonnement de la cellule mére
fait 1l'objet d'une réaction trads intense (fig. 91). Les figures 109 & 112

illustrent parfaitement cette évolution.

Afin de comparer la distribution des sites d'activité enzyma-
tique dans les deux souches étudiédes (figs. 113 et 114),des comptages
ont été effectuéds (voir chapitre matériels et méthodes). Quatre paramé-
tres ont été retenus : détection d'une activité phosphatasique globale ;
marquages associés aux structures cytoplasmiques, au plasmalemme ou & la
paroi. Les résultats statistiques, nombre moyen de cellules présentant
une réaction, et leur déviation standard (X + SD)sont rapportés sous for-
me graphique dans la figure A. Si une différence de marquage significa-
tive est observée en ce qui concerne l'activité phosphatasique acide glo-
bale, le pourcentage de levures a localisation enzymatique cytoplasmique
n'est pas significativement différent dans les deux souches. En revanche,
une différence de marquage hautement significative (au niveau 1 %) est

mise en évidence pour l'activité phosphatasique acide associée a la mem~

brane plasmique et a la paroi.

III - DISCUSSION

Les résultats obtenus tant sur le plan cytochimique que phy-
siologique, loin d'apporter une réponse a tous les probleémes p?sés,nous
permettent cependant d'envisager de maniére plus précise quelqueé aspects
évolutifs de 1l'enveloppe cellulaire chez Candi{da afbicans. La migration

de l'enzyme au travers de la paroi, et sa secrétion au niveau du
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revétement pariétal, constituent a nos yeux les caractéristiques les
plus intéressantes de cette étude. De telles propriétés rarement rap-
portées dans la littérature nous semblent en mesure d'expliquer cer-

tains caractéres du comportement biologique de cette levure.

A) Validité de la technique utilisée

Comme il est fréquent pour de nombreuses réactions cytochi-
migues, et plus particuliérement pour la recherche d'activités enzyma-
tiques, le produit de la réaction finale résulte d'un compromis entre
2 processus inverses : d'une part une possible &énaturation de l'en-
zyme par le fixateur, provoquant son inactivation ; d'autre part la
nécessité pour localiser l'enzyme de fagon précise d'empé&cher sa dif-
fusion, et donc de préserver l'ultrastructure cellulaire par une fixa-

tion adéquate.

Les levures, et plus particuiiérement Candida albicans, ne
constituent pas un matériel trés favorable aux études cytochimiques. La
plupart des techniques de fixation usuelles se révélent en effet impro-
pres & une bonne conservation de la morphologie générale des cellules
(voir au chapitre fixation). Nous avons utilisé la technigue de BORGERS
et DE NOLLIN (1974) faisant intervenir des coupes préalables a congéla-
tion. Elle nous paralt étre actuellement la mieux adaptée aux études
morphologiques et cytochimiques de Candida albicans (DE NOLLIN et af.,
1975). BAUER et SIGARLAKIE (1973), VAN RIJN e¢f af., (1975), puis BOHM
et UNGER (1979), rapportent une perte d'activité enzymatique de 1l'ordre
de 25 % aprés une 1/2 heure de fixation par le glutaraldehyde. Pour
RAININA ef al., (1979) en revanche, la congélation - décongélation des

cellules entraine une augmentation de cette activité de.l'ordre de 30 %.

La critique majeure & la coloration standard de GOMORI uti-
lisée ici, a été formulée par ARNOLD et GARRISON (1981) qui ont mis en
cause la validité des réactions extrapariétales chez Sacchatomyces
cerevisiae et Saccharomyces rouxil. En effet, la quantité importante
d'enzyme de 1l'espace périplasmigue entrainerait une production rapide

d'ions phosphate diffusant & 1l'extérieur des parois avant de précipiter.

Si l'abaissement de la concentration en substrat limite bien la réaction



Figure B : Représentation schématique des mécanismes hypothétiques de
synthése, transport et secrétion de la phosphatase acide, par
l'intermédiaire : 1 - du systéme Golgi/réticulum endoplasmique.
2 - du plasmalemme. 3 - des vacuoles. EP, espace périplasmique ;

TN G, appareil de Golgi ; ME, milieu extracellulaire ; P, paroi ;
PL, plasmalemme ; RE, réticulum endoplasmique ; RP, revétement
\\l‘“‘_{:j pariétal ; V, vacuoles.
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au seul espace périplasmique des espéces étudiées par ces auteurs, ceux-
ci n'ont pas omis de remarquer qu'une véritable diffusion devrait provo-
quer un dépdt de plomb dans l'ensemble de la paroi. L'hypothése selon
laquelle la nature de la matrice pariétale ne permet pas de tels préci-
pités est pour le moins peu convaincante, et en désaccord total avec nos
propres observations qui suggérent au contraire un processus de migration,

de l'espace périplasmique vers la surface de la paroi.

B) Appareil de Golgi-lysosomes

Les résultats cytochimiques obtenus ici permettent d'établir
1l'existence d'une structure évoquant un appareil de Golgi rudimentaire
analogue & ceux décrits chez Saccharomyces cerevisiae (VAN RIIN et al.,
1975 ; LINNEMANS et af., 1977) et chez Chyptococcus neogormans (MAHVI
et al., 1974). Le probléme de savoir s'il s'agit d'un organite présen-
tant tous les caractéres morphologiques d'un appareil de Golgi classi-
quement décrit, ou bien d'une différenciation locale et transitoire du
réticulum endoplasmique, est ici secondaire en regard du fait que cette
formation, jamais identifiée sur de simples critéres structuraux, semble
impliquée dans 1l'élaboration de vésicules de secrétion identiques aux

lysosomes des cellules animales eucaryotes.

Les vacuoles (MATILE et WIEMKEN, 1967 ; WIEMKEM et af., 1979)
et l'espace périplasmique (BAUER et SIGARLAKIE, 1973) ont &té longtemps
considérés comme les seuls compartiments du systéme lysosomal des levures.
En réalité l'activité autophagique des vacuoles leur confere davantage le
rdle de lysosomes secondaires. Toutefois, la pau&reté des cellules en
structures ergastoplasmiques ou golgiennes faisant 1l'objet d'un marquage,
observation recoupant celle de VAN RIJN ¢t af., (1975) ne permet pas de
rendre compte de maniére satisfaisante de la quantité importante de phos-
phatase acide détectée dans 1l'enveloppe cellulaire ; elle nous conduit a
envisager 1'hypothése d'une participation du tonoplaste (de méme gque
RAININA et af., 1979) et/ou du plasmalemme (comme LINNEMANS et af., 1977)
a la synthése de l'enzyme (fig. B). Dans le premier cas le transport de
phosphatase acide au niveau de l'espace périplasmique se ferait par 1l'in-
termédiaire d'un systéme de vésicules ("Flat vesicles" de VAN RIJN et af.,

1975 ou "peripheric vesicles" de BOHM et UNGER, 1979 chez
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Saccharomyces cerevisiae) fusionnant avec le plasmalemme. La deuxiéme

hypothése quant & elle est en accord avec les résultats biochimiques
de WELTEN-VERSTEGEN (1981) qui démontrent la présence de précurseurs du

glycoenzyme dans le plasmalemme.

Les résultats de cette étude cytochimique ne nous permettent
pas de préciser les différentes séquences de 1l'élaboration de 1l'enzyme.
Mais l'évolution du marquage (organites cytoplasmiques ., plasmalemme
—» enveloppe cellulaire) au cours de la différenciation, nous parait
étre un argument en faveur d'un processus de secrétion identique a ce-

lui établi chez les cellules eucaryotes animales ou végétales.

C) Probléme de 1l'élaboration et de l'évolution de l'enveloppe

cellulaire

Considérant la phosphatase acide comme molécule représentative
de 1l'ensemble des mannoprotéines pariétales, LINNEMANS ot al., (1977) ont
développé un modéle théorigque de construction des -parois chez
Saccharomyces cerevisiae, basé sur la localisation de l'enzyme dans 1'en-
veloppe cellulaire. Celui-ci comporte deux étapes successives et indépen-
dantes dans 1'assemblage des compésants pariétaux. Au cours de la premiére,
la paroi est édifiée chez le bourgeon gréce a des matériaux d'origine cy-
toplasmique. Elle est ultérieurement complétée chez les cellules &dgées

par une couche plus épaisse déposée par l'intermédiaire du plasmalemme.

Aucun argument ne nous permet de tirer de telles conclusions
quant a l'élaboration des parois de Candida albicans. Une précision in-
téressante cependant concerne l'origine des composants pariétaux, & la
fois du bourgeon et des tubes germinatifs. Il est clair en effet que les
processus de bourgeonnement et de blastése n'affectent pas de la méme
maniére la paroi des cellules parentales. A cela deux explications :
soit, les mannoprotéines superficielles des formes mycéliennes tirent
leur origine de la parci des blastospores , alors que celles qui sont
incorporées a la surface du bourgeon doivent &tre nouvellement synthé-

tisdes ; soit la secrétion de l'enzyme s'effectue préférentiellement au

niveau des formes mycéliennes.
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De nombreux indices sont en faveur d'une migration de 1l'en-
zyme, de son site de stockage primitif qu'est 1'espace périplasmique,
vers la surface de la paroi qui pourrait constituer sa localisation ter-
minale, avant son élimination dans le milieu extérieur. Les dépdts de
phosphate de plomb intrapariétaux observés ne constituent donc que des
étapes intermédiaires dans 1l'élaboration de la zone externe & activité
phosphatasique acide. L'hypothése d'une diffusion de l'enzyme au cours
de sa détection nous parait a exclure en raison des réserves évoquées
plus haut, et principalement parce gque cette évolution est concentrique,
et se superpose & la stratification pariétale bien connue chez Candida
albicans (POULAIN 1982). De tels arguments ultrastructuraux suggérent
en fait une édification discontinue de la paroi en fonction du cycle
cellulaire, les dépSts observés correspondant en quelque sorte a des
"anneaux de croissance". Proches de nos observations les résultats bio-
chimiques de BIELY (1978) font état de 1l'inconstance et de la disconti-

nuité du taux de synthe&se de certains composants des parois de

Saccharomyces cerevisiae.

D) Phosphatase acide extracellulaire et pathogénicité

La présence d'enzymes & la surface d'une cellule adaptée a la
vie saprophytique et parasitaire comme Candida alblicans, peut suivant
les cas étre un des éléments de sa pathogénicité, mais peut é&galement
constituer un mécanisme de protection. On peut en effet supposer qu’elle
est impliquée dans les processus de pénétration tissulaire par lyse des
composants cytoplasmiques (au méme titre que pour certains parasites vé-
gétaux ou animaux) ou dans les modifications de surface, lors de 1'adhé-
raence aux cellules des muqueuses (destruction ou mise en évidence de ré-

cepteurs membranaires. Voir chapitre IV).

La présence d'une forte activité phosphatasique acide, mise en
évidence de facon constante & la surface des éléments filamenteux est a
ce titre significative de méme que celle d'une phospholipase (PUGH et
CAWSON, 1978). L'envahissement tissulaire s'op&re en effet préférentiel-
lement sous cette forme, et l'adhérence des tubes germinatifs aux cellu-~

-

les épithéliales est trés nettement supérieure a celle des blastospores
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(KIMURA et PEARSALL, 1980). L'absence d'activité détectée au niveau des
parois chez des blastospores et tubes germinatifs incubés dans du sérum
(peut.étre par suite d'une inactivation de l'enzyme) est également révé-
latrice, dans le cadre de la pathogénicité des levures, de leur caractére

d'adaptation au milieu ambiant.

Le rdle catabolique et la capacité digestive de la phosphatase
acide, son abondance au niveau des parois, suggérent une intervention
dans la dégradation des macromclécules extracellulaires de certaines
substances nutritives, suivant le schéma proposé par MAHVI et al., (1974)
thez Crypitococcus neoformans, ou d'une manidre plus générale par HUGON et
BORGERS (1968) au niveau des cellules intestinales de rongeurs. De la méme
maniére, cette zone de forte activité enzymatique pourrait constituer un
systéme protecteur de la cellule contre les produits de 1l'immunité ou des

substances toxiques.

Enfin concernant les deux souches étudides, il est remarquable
de constater que les différences d'activité enzymatiques se superposent
aux différences antigéniques révélédes lorsqu'elles sont confrontées a des
sérums de malade ; le clone [32] s'avere en effet toujours plus réactif
que la souche L dans ces conditions (POULAIN ¢t af., 1980). Il faut noter
de plus, que la souche la plus riche en phosphatase acide pariétale, est
également celle qui révéle le plus d'anticorps lors du processus patho-

logique.

iv - CONCLUSION

Les processus évolutifs gue nous venons de décrire sont a
replacer dans un contexte plus général du "devenir" des composants
pariétaux. Nos résultats démontrent en effet que certaines des glyco-
protéines de 1'espace périplasmique, aprés avoir migré dans le sque-
lette microfibrillaire glucane-chitine, se disposent en strates dans
la matrice pariétale, puis sont déposées a la périphérie des levures.
Elles s'incorporent alors au revétement pariétal, structure labile et
perpétuellement renouvelée. Ce schéma est en accord avec une conception
dynamique de l'enveloppe cellulaire qui vise & considérer la paroi non
plus comme une région inerte, mais plutdt comme le reflet de l‘'activité

métabolique de la cellule qu'elle entoure.
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I - INTRODUCTION

La plupart des études ultrastructurales réalisées sur les proto-
plastes de cellules eucaryotes concernent les différentes é&tapes de la ré-
génération des parois (URUBU et al., 1968 ; NECAS, 1971 ; VAN DER VALK et
WESSELS, 1976). Dans tous les systémes étudiés, les premiéres structures a
étre déposées sont les composants fibrillaires (glucanes, chitine) qui sont
recouverts ensuite par une matrice amorphe. Certains travaux effectués sur
les levures (NECAS et SVOBODA, 1976) ont toutefois clairement démontré que
les phénoménes de régénération ne reflétent pas seulement la capacité des
cellules A reconstituer leur paroi. Plus gu'un simple renouvellement des
structures pariétales, interviennent, en particulier dans le cytoplasme,
des mécanismes régulateurs complexes, responsables du maintien de l'inté-

grité cellulaire.

L'étude de la régénération des protoplastes constitue donc une
bonne approche pour apprécier le comportement des structures cellulaires
impliquées dans la reconstitution de la paroi. Parmi celles-ci, le plas-
malemme, et certains organites cytoplasmiques comme 1 'appareil de Golgi,
le réticulum endoplasmique ou les vacuoles, dont le rSle dans l'élabora-
tion et la mise en place des composants pariétaux fait encore 1l'cbjet 4'
avis discordants. (MATILE et af., 1969. NECAS et SVOBODA, 1974 ; MOELLER
et THOMSON, 1979 a et b ; NECAS et al., 1981).

De plus, la détection de sites récepteurs a la Con A sur des mem-
branes plasmiques et vacuolaires isolées (BOLLER et al., 1976) nous a inci-
té a reprendre l'étude de leur distribution An 44fu chez des protoplastes
en régénération. Pour mieux apprécier les diverses modalités de reconsti-
tution des parois et les remaniements cellulaires qui leur sont associés,
deux milieux de régénération différents par leur teneur en glucose ont été

utilisés.
Ces résultats ont fait 1'objet des publications suivantes :

TRONCHIN G., POULAIN D., HERBAUT J. et BIGUET J., 1982, Aspects ultrastruc-
turaux et cytochimiques de la régénération des sphéro-protoplastes chez

Candida albicans. Ann. Microbiol. (Inst. Past.), 133 A, 275 - 291.



73

TRONCHIN G., POULAIN D., HERBAUT J. et BIGUET J., 1982. Localisation
intracellulaire et pariétale des sites récepteurs a la Con A : Applica-
tion a 1l'étude ultrastructurale des mécanismes de régénération chez les

levures (Candida albicans) Biol. cell., 46, 85 - 92.

II - RESULTATS

A) STRUCTURE DES SPHERO-PROTOPLASTES FRALCHEMENT OBTENUS

L'examen de levures traitées par la pronase et la chitinase dans
les conditions énoncées au chapitre Matériel et Méthodes, démontre 1'hété-
rogénéité de l'attaque enzymatique. Celle-ci s'observe a l'intérieur d'une
population cellulaire ol les bourgeons et les éléments mycéliens sont plus
facilement débarrassés de leur paroi que les cellules parentales
(figs. 115 - 116). De la méme maniére, sur une méme blastospore on note la
présence contiglie de zones sensibles et résistantes (figs. 116). Ces der-
niéres se situent le plus souvent aux 2 péles de la cellule, au niveau des

cicatrices de naissance et de bourgeonnement (figs. 117 - 118).

=

Sur de nombreuses cellules, le traitement enzymatique aboutit a
l'extraction de la plus grande partie des différents composants pariétaux,
principalement des constituants polyosidiques colorés par la technique de
THIERY (figs. 119 a et b). Seules demeurent quelques franges protéiques
résiduelles (figs. 120 a et b). Les sphéro-protoplastes obfzenus sont en
outre caractérisés par des organites cytoplasmiques mal définis, et le

plus souvent altérés.

B) REGENERATION DES SPHERO PROTOPLASTES

P9

a) Manifestations propres & un milieu riche en glucose (20g/1)

1 - Glycogéne et plasmalemme

Les modifications structurales les plus remarquables révélées
par l'examen des sphéro-prctoplastes aprés 1/2 heure de régénération con-
cernent 1l'élaboration de constituants glucidiques et 1l'évolution du plas-
malemme. Des particules de glycogéne, intensément colorées par la colora-

tion acétate d'uranyle - citrate de plomb (fig. 123) et par la technique



Figure A : Représentation schématique et interprétation des phénoménes
observés lors de la régénération des parois.

A = sphéro-protoplaste.

B et C = 30 min de régénération : synthése de glycogéne ; croissance et
inflexion des invaginations membranaires.

D et E =1 h de régénération : fusion des 'invaginations avec le plasma-
lemme et rejet dans la paroi des territoires cytoplasmiques ainsi délimités.
F = 2 h de régénération : lyse des membranes et association des particules
polyosidiques libérées.

G = 4 h de régénération : incorporation des couches néoformées aux zones
pariétales préexistantes. (P, paroi ; PL, plasmalemme ; G, glycogéne).
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de THIERY aprés 24 heures d'action du TCH (fig. 121), sont abondantes

a la périphérie des cellules. En allégeant les conditions de traitement
(TCH d'une heure), ces particules sont insuffisamment contrasteées

(fig. 122). La spécificité de la réaction est attestée par 1'absence de
coloration des témoins (figs. 124, 125, 126). A ce stade la paroi appa-
rait encore peu organisée, constituée d'une matrice protéique homcgéne
présentant une grande affinité pour 1l'acétate d'uranyle et le citrate
de plomb (fig. 123), et recouverte par place de dépdts polysaccharidi-
ques (fig. 121).

La présence en abondance de glycogéne s'accompagne d'une ex-
tension considérable des invaginations du plasmalemme, certaines d'en-
tre elles pouvant atteindre jusqu'a 2 pum de longueur sur des sections
transversales de levures. Ce phénoméne est particuligrement net sur des
blastospores coupées tangentiellement (fig. 131). L'accroissement s'ef-
fectue tout d'abord vers le cytoplasme, puis ces expansions s'infléchis-
sent en direction du plasmalemme avec lequel elles fusionnent
(figs. 127, 132) délimitant ainsi de petits ildts cytoplasmiques entourés
par une membrane unitaire (figs. 128, 133). Ceux-ci sont progressivement
repoussés vers la périphérie (fig. 129). Ultérieurement, 1 ‘'observation
révéle au sein de la paroi, et suivant le type de coloration utilisé,
soit des masses denses aux électrons contenant des riboscmes (fig. 130),
soit des territoires plus clairs avec ou sans particules de glycogéne
(figs. 134, 135). Dans les deux cas, la membrane limitante apparait de
plus en plus altérée au fur et & mesure que l'on s'éloigne du cytoplas-
me. Les particules polysaccharidiques réactives ainsi libérées
(figs. 136, 139) apparaissent ensuite réparties concentriguement en cou-
ches d'aspect homogéne au sein de la paroi (fig. 137). Le processus dans

son ensemble est représenté schématiquement sur la figure A.

Aprés 4 heures de régénération la paroi présente son aspect
classique, en particulier les couches polysaccharidiques externes sont
reconstituées. A ce stade également la plupart des cellules sont engagées

dans des processus de division.

2 - Les organites cellulaires

%) Appareil de Golgi et réticulum endoplasmique

N

Parallélement & 1'évolution précédente, on remargque
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au niveau cytoplasmique,le développement d'une structure finement mar-
quée sous forme soit d'un réseau alvéolaire "en nid d'abeille", soit
d'un empilement lamellaire grossier (figs. 138,142, 143). Cette forma-
tion que nous n'avons jamais observée en dehors des phénoménes de régé-
nération, présente une certaine parenté avec l'appareil de Golgi tel qu'
il a été décrit chez d'autres levures. Les dépdts d'argent sont égale-
ment importants dans les cavités dilatées du réticulum endoplasmique
périphérique (figs. 135, 140). Des amas de petites vésicules sont occa-

sionnellement rencontrés le long du plasmalemme (fig. 141).

) Les wvacuoles

Chez les sphéro-protoplastes, la vacuole posséde une
forme irréguliére et occupe une grande partie de la cellule. Elle présen-
te un contenu épars peu contrasté (fig. 144). Au fur et & mesure de la
‘régénération, la vacuole centrale se fragmente en unités plus petites
(fig. 145), qui apparaissent progressivement sphériques et remplies d'un
matériel dense aux électrons (figs. 146, 147 et 148). De nombreuses figu-
res d'autophagies sont observables au cours de cette période. Elles pro-
viennent de la phagocytose d'éléments divers : territoires cytoplasmiques
avec ribosomes, globules lipidiques, particules de glycogéne, mitochon-
dries (figs. 144, 146 et 148).

s

b) Manifestations propres & un milieu pauvre en glucose (1lg/l)

Lorsque la régénération est réalisée dans un milieu appauvri
en glucose, les invaginations du plasmalemme et les particules de glyco-
géne sont absentes, l'appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique ap-
paraissent peu développés. En revanche, un matériel amorphe tapisse le
tonoplaste et constitue parfois des amas plus grossiers adhérents a la
membrane vacuolaire et & ses bourgeonnements, ou libres dans la vacuole
(figs. 160, 161, 162). Ce matériel fait l'objet d'un marquage intense
avec la Con A et le mannosyl ferritine (fig. 163), qui révélent par ail-

leurs 1l'existence de 2 types de vésicules intracytoplasmiques (fig. 166).

¢) Manifestations communes aux deux milieux de régénération

Aucun marquage de la vacuole et du plasmalemme des sphéro-
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protoplastes fraichement obtenus n'est observé avec la Con A et le man-

nosyl ferritine (fig. 152). En revanche, les particules de ferritine ap-
paraissent réguliérement réparties le long du feuillet interne du tono-

plaste au cours des processus de régénération cellulaire (figs. 149, 150,
151), et la réaction s'intensifie au fur et & mesure de leur déroulement.
Cette technique réveéle en outre 1l'absence de sites récepteurs a la lecti-
ne au niveau d'invaginations du tonoplaste provogquées par la pénétration

des globules lipidiques dans la vacuole (figs. 164, 165).

Aprés 1/2 heure de régénération, la surface externe du plasma-
lemme est régulidrement marquée (fig. 153), alors que quelques sites ré-
cepteurs a la Con A sont détectés par place sur le feuillet interne
(fig. 154). Il faut cependant remarguer, malgré le manque de définition
des images observées, que les molécules de ferritine ne sont pas étroi-
tement associées a la surface membranaire, mais situées a distance de
celles-ci. Au fur et a mesure de la mise en place des différents cons-
tituants pariétaux, une partie importante de la paroi fait 1'objet d'un
marquage (figs. 155, 156, 159), tandis que le plasmalemme devient de
moins en moins accessible aux marqueurs (fig. 157). Aucun marquage va-
cuolaire ou pariétal n'a été observé sur les sections contrdles en pré-

sence d'X -methyl -D- mannoside 0,2 M (fig. 158).

III - DISCUSSION

A 1l'exception des travaux de NECAS (1971, 1979) et de NECAS
et al., (1974, 1976, 1981), le ré6le du plasmalemme dans la biosynthése
et l'organisation des structures microfibrillaires pariétales au cours
de la régénération, ainsi que l'intervention de vésicules d'origine
golgienne ou ergastoplasmique dans le transport des composants matri-
ciels, apparaissent comme une référence quasi permanente des auteurs
souvent en contraste avec leur manque d'informations. Nous rapportons
ici guelques aspects ultrastructuraux de la réponse cellulaire & 1l'ac-
tion d'enzymes actifs sur la paroi. Ces résultats complétent nos con-
naissances sur la cytologie fonctionnelle encore mal connue de
Candida albicans et apportent certaines informations originales sur
les remaniements cellulaires associés a la reconstitution des parois

chez les levures.
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A) PLASMALEMME ET COMPOSANTS FIBRILLAIRES

Les invaginations du plasmalemme sont reconnues comme des for-
mations permanentes et caractéristiques des levures (MOOR et MUHLETHALER
1963, PREUSSER et ROSTEK, 1979, NECAS et af., 1981), et leur accroisse-
ment considérable constitue 1'observation la plus surprenante de cette
étude. Certaines modifications structurales du plasmalemme en relation
avec les phénoménes de régénération avaient déja été signalées chez
Schizophyllum commune (VAN DER VALK et WESSELS, 1976) et chez
Saccharomyces cerevisdiae (POPOV et al., 1980 ; NECAS et af., 1981).

Mais c'est l'utilisation de la cryofracture qui a apporté les informa-
tions les plus spectaculaires et les plus convaincantes sur la diffé-
renciation des invaginations membranaires. En particulier, leur allon-
gement apparait étre la conséquence de la migration dans le plan de la
membrane, puis de 1l'arrangement bout a bout, des invaginations préexis-
tantes (NECAS et SVOBODA, 1976). En plus des modifications dans leur
répartition, leur nombre (environ 4,5/um* chez les cellules intactes)
diminue chez les protoplastes en régénération (1,6/pm®) pour atteindre
une valeur normale aprés reconstitution des parois, oli 1'on observe des
invaginations de petite taille régulierement distribuées. Cette techni-
que ne révéle d'autre part aucune modification dans la densité et la
distribution des particules intramembranaires du plasmalemme des proto-
plastes en régénération, méme aprés traitement par des enzymes protéo-
lytiques (NECAS et SVOBODA, 1974). Ce dernier résultat, ajouté au fait
que les mémes traitements enzymatiques n'affectent pas la synthése des
microfibrilles, avaient permis aux auteurs de suggérer une intervention
du plasmalemme au niveau du seul transport de macromolécules de glucanes

préalablement synthétisés a la surface des protoplastes.

La présence de "corps périplasmiques™" (ARNOLD et PRINGLE, 1980)
et de "structures.vésiculaires”(POPOV et al,, 1980) respectivement chez
des protoplastes en régénération de Saccharomyces rouxii et cerevisiae
est en accord avec nos observations,et confirme le rejet de constituants
d'origine cytoplasmique dans la paroi. La disposition de réserves poly-
saccharidiques identifiées a du glycogéne (MANNERS et WRIGHT, 1962 ;
YAMAGUCHI et af., 1974 ; RAJASINGHAM et CAWSON, 1980 b) 3 la périphérie

de protcplastes en régénération, implique des relations étroites avec
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le plasmalemme. Le passage du compartiment cytoplasmique vers le com-
partiment pariétal pose le probléme de sa participation & 1'élabora-

tion des glucanes pariétaux. Celle-ci supposerait une dégradation du
glycogéne et la réorganisation des molécules de glucose libérées en
glucanes. Une activité glucane synthétase a d'ailleurs &été détectée

sur la face cytoplasmique du plasmalemme (SHEMATEK et CABIB, 1980).
Dégradation du glycogéne et synthése de macromolécules de glucanes
pourraient avoir lieu au sein des vésicules cytoplasmiques refoulées

dans la paroi. Deux arguments sont en faveur de cette hypothése. D'une
part les particules de glycogéne ainsi isolées perdent progressivement
leur organisation caractéristique initiale. D'autre part, la technique

de cryofracture révéle dans ces vésicules la présence de structures mi-
crofibrillaires pouvant correspondre & des glucanes (POPOV et af., 1980).
Ceux-ci une fois 1libérés dans la paroi et aprés avoir atteint une concen-
tration "critique", cristalliseraient et s'organiseraient en réseau micro-

fibrillaire.

Les glucanes pariétaux et leurs précurseurs cytoplasmiques
souffrent d'un manque évident de techniques cytochimiques permettant
leur visualisation. L'autoradiographie a haute résolution aprés diffé-
rents "pulse-chasse" n'a apporté que des informations trés approxima-
tives (NECAS 1971). Seule l'utilisation en microscopie de fluorescence
de bleu d'aniline et de lacmoide a fourni quelques résultats promet-

teurs chez les végétaux supérieurs (REYNOLDS et DASHEK, 1976).

B) PLASMALEMME ET COMPOSANTS MATRICIELS

La dispersion des molécules de ferritine dans une zone dis-
tante de la faée externe du plasmalemme indique que les résidus gluci-
diques des glycoprotéines ainsi révélés constituent des chaines de lon-
gueur importante, intermédiaire entre celles du plasmalemme et celles de
la paroi. Cette hypothése a été vérifiée chez Saccharomyces cerevisdiae
oli les glycoprotéines marguées par la Con A apparaissent associées aux
particules intramembranaires identifiées en cryodécapage (MAURER et
MUHLETHALER, 1981). Etant donné que chaque particule est susceptible de
fixer 36 & 44 molécules de lectine, la longueur des chaines polysaccha-

ridiques s'établit entre 150 et 350 nm.



79

Les plasmalemmes isolés de protoplastes de levures possédent
un taux élevé de glucides (rapport sucres/protéines > 15). Ce dernier
est considérablement diminué en présence d'un inhibiteur de la synthése
protéique, le cycloheximide (SANTOS et af., 1978). De telles observa-
tions, ajoutées a la mise en évidence d'activités glucosyl et mannosyl
transferase a ce niveau, ont conduit les auteurs a suggérer que les glu-
cides membranaires ne sont pas uniquement des composants de glycopro-
téines structurales, mais également de glycoprotéines pariétales trans-
portées au travers du plasmalemme, et activement secrétées. Ce serait
notamment le cas pour l'invertase associée au plasmalemme et précurseur
de l'invertase extracellulaire (RODRIGUEZ et af., 1978 ; MAURER et

MUHLETHALER, 1982).
Il est généralement admis que les membranes plasmiques et les

endomembranes des cellules animales (NICOLSON et SINGER, 1974) présen-—
tent une distribution asymétrique de leurs résidus glycosylés, exposés
exclusivement sur les surfaces opposées au cytoplasme. Il en va de méme
pour des membranes vacuolaires, ou des plasmalemmes, isolés de proto-
plastes de levures (BOLLER et af., 1976). La détection de sites récep-
teurs aux lectines sur les deux faces de la membrane plasmigque a toute-
fois été signalée chez Dictyostelium discoideum (RYTER et HELLIO, 1980).
En ce qui concerne les protoplastes en régénération, une telle distribu-
tion des sites récepteurs & la Con A pourrait correspondre & un transport
au travers de la paroi,de glycoprotéines préalablement synthétisées au
niveau des systémes membranaires internes, selon 1'hypothése développée
par SANTOS et alf., (1980) a propos de Saccharomyces cerevisiae. L'irré-
gularité du marquage observé sur la face interne du plasmalemme serait
en faveur de l'existence de sites privilégiés impliqués dans ce trans-
port. Toutefois, les images obtenues ne permettent pas d'écarter 1'hy-
pothése de réactions localisées au niveau du réticulum endoplasmique
périphérique, site préférentiel de synthése et de glycosylation des

protéines.

C) LES ORGANITES CELLULAIRES

a) Appareil de Golgi et réticulum endoplasmique

La rapidité de reconstitution des parois chez les protoplastes

de Candida albicans suppose des mécanismes d'élaboration particulidrement
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développés. Les réactions positives obtenues avec la technique de

THIERY révélent certains organites cellulaires impliqués dans le mé-
tabolisme glucidique. Il s'agit tout d'abord du réticulum endoplasmi-

que périphérique (selon la nomenclature de MOOR, 1967). L'extension

de ce systeéme,et son hypertrophie & proximité du plasmalemme,consti-
tuent 1l'une des caractéristiques les plus remarquables des protoplastes
en régénération (NECAS et SVOBODA, 1976). De plus son intervention dans
la biosynthese des mannanes est bien connue (CORTAT et al., 1973 ;
KOSINOVA et af., 1974). Beaucoup plus rarement signalé, 1'hyperdévelop-
pement d'une formation difficile a identifier sur de simples critéres
morphologiques, mais dont nous avons précédemment établi, & propos de

la phosphatase acide, la parenté avec l'appareil de Golgi rudimentaire
décrit chez certaines levures (KOPECKA, 1972 ; HAVELKOVA et MENSIK, 1966).
L'évolution du systéme réticulum endoplasmique - appareil de Golgi chez
des protoplastes engagés dans la régénération, implique une intervention
dans la synthése et le transport de composants membranaires et/ou parié-
taux. Le processus universellement invoqué a 1l'appui de cette derniére hy-
potheése est la décharge de vésicules golgiennes ou ergastoplasmiques au
niveau du plasmalemme. Aucune tentative n'a malheureusement permis de vi-
sualiser ce phénoméne, soit parce gu'il s'agit d'un processus extrémement
rapide interrompu au cours de la préparation des spécimens, comme 1'ont
invoqué NECAS et SVOBODA (1976) ; soit parce que ce transport s'effectue
suivant d'autres mécanismes,dont nos résultats suggérent l'existence.

De fait, les quelgues structures vésiculaires généralement observées
quelleque soit leur origine, ne peuvent & elles seules expliquer la rapi-

dité de régénération des protoplastes de levures.

b) Les vacuoles

La vacuole, dont les activités enzymatiques sont nombreuses,
constitue le site principal de stockage et de dégradation des consti-
tuants cytoplasmiques (MATILE et WIEMKEN, 1967 ; WIELKEN et af., 1979)
et en particulier des protéines comme en témoigne 1'intensité des réac-
tions obtenues aprés double coloration. Les processus de phagocytose a
l'origine de cette incorporation de matériel semblent s'effectuer,en

particulier pour les globules lipidiques, au niveau de zones du
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tonoplaste dépourvues au moins transitoirement en sites récepteurs

3 la Con A. Proche de notre observation, la démonstration récente de
MOELLER et THOMSON en cryodécapage (1979), selon laquelle la pénétra-
tion des globules lipidiques dans la vacuole s'effectuerait a la fa-
veur d'invaginations du tonoplaste, dans des régions sans particules
membranaires. Ces derni&res pourraient donc &tre associées aux glyco-
protéines révélées par la Con A, suivant une organisation comparable a

celle du plasmalemme.

Lorsque la régénération est réalisée dans un milieu appauvri
en glucose, les structures cytoplasmiques ‘impliquées dans 1l'élaboration
des parois apparaissent fondamentalement différentes de celles précédem-—
ment évoquées. Les invaginations du plasmalemme et les particules de gly-
cogéne sont absentes ; 1l'appareil de golgi et le réticulum endoplasmique
apparaissent peu développés. Seul le tonoplaste fait l!objet d'un mar-
quage. Dés lors, pour rendre compte de la reconstitution rapide des pa=
rois dans un tel syst2me, il est nécessaire de savoir si letonoplaste par-
ticipe & une synthése effective de matériel, et si le transport de ce
matériel vers la paroi est assuré par l'intermédiaire de vésicules issues

de la vacuole centrale.

L'existence d'un revétement vacuolaire interne correspond da--
vantage & une élaboration, plutdt qu'a une accumulation de matériel.
Toutefois,sl Lintensification du marquage par la Con A traduit un enrichis-
sement du tonoplaste en glycoprotéines, les présentes observations ne per-
mettent pas d'indiquer quelle est la contribution de ce systéme membra-
naire 3 l'élaboration des constituants pariétaux. En revanche, aucune
structure cytoplasmique, & l'exception des membranes vacuolaires, n'est
marquée par la Con A et le mannosyl ferritine. Cette spécificité permet
donc de suivre l'évolution du tonoplaste au cours de la régénération.

Dés lors, et dans la mesure ou la fragmentation de la vacuole centrale
est un processus bien établi (MATILE et af., 1969), il devient logique
d'admettre que les vésicules qui font 1l'cbjet d'un marquage par la fer-
ritine prennent naissance & ce niveau. Elles pourraient correspondre 2
celles décrites par CORTAT et alf., (1972) qui contiennent une guantité
importante de mannose. Les mannanes, principaux sites récepteurs de la
Con A, sont en effet non seulement présents dans la vacuole (HORISBERGER

et VONLANTHEN, 1977) mais sont également retrouvés au niveau du
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plasmalemme (MATILE et af., 1967),et distribués dans toute la paroi.

Si l'existence d'un cycle vésiculaire impligqué dans le transport de
matériaux constitue un mécanisme susceptible d'assurer la reconsti-
tution des parois, aucune précision d'ordre ultrastructural ne peut
étre fournie actuellement sur le mode de déversement de ce matériel

au niveau du plasmalemme. Quel que scit ce dernier,la vacuole des le-
vures pourrait présenter une double activité : phagocytose et destruc-
tion des éléments usés ou synthétisés en excés, avec stockage et éven-
tuellement remise en circulation de molécules provenant de cette dégra-
dation ; et participation au maintien de l'intégrité cellulaire par

synthese et transport de constituants pariétaux.

IV - CONCLUSION

Dans le cas de Candida albicans les phénoménes morphologi-
ques observés traduisent vraisemblablement 1l'amplification de processus
banaux qui passent inaperc¢us dans les conditions normales de développe-
ment des cellules. Toutefois, on ne peut éléminer actuellement 1 'hypo-
thése qu'ils témoignent de réactions inhabituelles et originales consé-
cutives au traumatisme causé par le traitement enzymatique, dans les
conditions de l'expérimentation. En particulier, la présence de struc-
tures vésiculaires refoulées dans la paroi,pourrait &tre en rapport
avec le rejet de portions de cytoplasme ou de plasmalemme dénaturées.
En tout état Qe cause, ces phénoménes traduisent les remarguables capa-

cités d'adaptation de ces organismes a leur environnement.
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Figure A :

Figure B :
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Attachement d'une bactérie a la membrane d'une cellule animale
par l'intermédiaire de ligands spécifiques (ﬁi) et de récepteurs
complémentaires (®). © , Charges négatives ; ¢ , molécules hy-
drophobes de la bactérie. Y , phospholipides de la membrane cel-
lulaire. ‘, protéines membranaires (d'aprés BEACHEY, 1980).

Blocage spécifique de 1'adhérence par un excés (a) de récepteurs
(W) ou (b) de ligands (L[l ). (d'aprés BEACHEY, 1980).




I -~ INTRODUCTION

L'ahérence des microorganismes, principalement des bacté-
ries, puis tout récemment des levures, a fait l'objet d'attentions
particuliéres en tant qu'étape décisive. de l'infection bactérienne
ou fongique. L'interaction microorganisme surface tissulaire est si
complexe qu'elle représente la somme de processus (mobilité, attrac-
tion, pénétration dans un gel muqueux et fixation a ses récepteurs,
adhérence a la surface cellulaire, et finalement élaboration de to-
xines ou pénétration dans les tissus) difficiles a tester sur un
seul modéle. Puisque les interactions initiales constituent des phéno-
ménes de surface, les expérimentateurs ont surtout recherché les molé-
cules susceptibles de s'attirer et de se fixer les unes aux autres 2
lfaide de modéles expérimentaux développés L#n vLr0o. Globalement (fig. A),
bactéries ou levures peuvent é&tre considérées comme des particules char-
gées négativement et recouvertes de molécules ou ligands (BEACHEY, 1980),
qui possédent la capacité de se fixer spécifiquement a des molécules
réceptrices situées a la surface, également négativement chargée, des
membranes cellulaires. Des molécules hydrophobes interagissent pour con-
trebalancer les charges répulsives négatives, et permettre secondaire-
ment l'intéraction spécifique ligand-récepteur. En conséquence, ces phé-
. nomé&nes d'adhérence doivent &tre considérés non comme des interactions

entre molécules, mais plutdt entre deux cellules.

L'interaction ligand-récepteur est comparable aux interactions
mieux connues antigéne-anticorps ou encore lectine-sucre. Sa spécificité
peut, en pratique, &tre démontrée par un excés de ligands ou de récep-
teurs natifs (fig. B), par des traitements chimiques ou enzymatiques alté-
rant les structures interagissant, ou encore en bloquant ligands ou ré-

cepteurs par des anticorps spécifiques.

Les molécules de ligand les mieux connus (BEACHEY, 1980) sont
soit des protéines (pour Escherechia coli, les gonocoques et les myco-
plasmes), la portion lipidique de glycolipides (pour les streptocoqges
du groupe A) ou des sucres et des glycoprotéines (pour SineptocbccuA
mutans). A l'inverse, seules les fractions glycanniques des glycopro-

téines ou des glycolipides ont été identifiées comme récepteurs a la
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Figure C : Représentation schématique de différents types
d'interactions cellulaires.
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surface des cellules animales. En particulier le mannose pour
Escherechia coli (OFEK et al., 1981) le fucose pour Wibaio cholera
(JONES et al., 1976) ou encore des résidus_F galactosyl pour
Escherechia coli K. 88 (GIBBONS et VAN HOUTE, 1975). Récemment 1'in-
tervention de glycoprotéines membranaires telles que la fibronectine
dans les phénoménes d'adhérence a été envisagée, et des lectines mem-
branaires ont été caractérisées a la surface des nombreuses cellules

(WwooDs et af., 1981).

Ces interactions cellulaires, essentielles au fonctionne-

ment de nombreux organismes, font intervenir (fig. C).

* soit des molécules complémentaires distribuées asy-
métriquement sur les membranes cellulaires, ou simultanément & la sur-
face des 2 partenaires, ou encore portées par une méme molécule membra-

naire.

* goit des molécules extramembranaires possédant des
sites de fixation identiques, et facilitant 1'interaction d'un méme type
cellulaire ; ou possédant des sites différents provoquant l'interaction

de types cellulaires hétérologues.
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II - GENERALITES

"Tenter de comprendre l'adhérence cellulaire revient a la
position d'un homme aveugle examinant un éléphant : ce qu'il décrit
dépend essentiellement de la zone qu'il touche". Cette phrase emprun-
tée a GINGELL et VINCE (1980) dans leur revue générale sur les phéno-
ménes d'adhérence, nous semble parfaitement illustrer la situation ac-
tuelle de nos connaissances sur 1'adhérence Candida albicans, tant les
modéles expérimentaux sont nombreux et les résultats qui en découlent
parfois fort différents, voir contradictoires. L'analyse de quelques pu-

blications récentes en fournit une éloquente démonstration.

Contrairement & d'autres microorganismes, l'adhérence de

Candida albicans a un support n'est nécessaire ni 2 sa survie, ni & sa
multiplication, ni méme a un quelconque mouvement de glissement. On peut
simplement supposer qu'elle représente la premiére étape de phénoménes
plus complexes, telle que la colonisation de surfaces qui ne constituent
pas forcément un environnement hospitalier,et pour laguelle doivent &tre
développés des mécanismes de fixation efficaces. Le support mécanique of-
fert par la cellule héte et l'association intime entre paroi et membrane
plasmique permet alors la croissance de la cellule fongique, principale-
ment sous forme mycelienne (HOWLETT et SQUIER, 1980), et secondairement
l'invasion tissulaire qui s'effectue & distance du site d'attachement de

la blastospore parentale.

A) CONDITIONS EXPERIMENTALES

Les cellules de 1'épithélium buccal, digestif ou vaginal, iso-
lées, ou en cultures organotypiques ou cellulaires, les cellules hela en
culture monocouche, les caillots de fibrine, les phagocytes, constituent
les supports naturels les plus fréquemment utilisés pour tester l'adhé-
rence de Candida albicans. Il en est de méme pour les surfaces acryliques,
en tant que supports inertes, recouvertes ou non de substances organiques
(salive, sérum, etc...). Les modes d'incubation, suspension ou sédimenta-
tion, mettent en jeu différentes forces permettant le contact des deux
partenaires de 1'adhérence, mouvements browniens dans le ler cas, gravité

dans le second.



87

Si pour la majorité des auteurs, la température optimale
d'incubation se situe autour de 37°C, des variations considérables
persistent dans les concentrations en levures (de 5 x 1O5 a5 x 108)
et en cellules épithéliales (2 x 104 azlzx 105), dans les ratios cel-
lules épithéliales - levures (de 1 pour 5 a 1 pour 500) et dans les
temps d'incubation (de 1/2 heure 3 3 heures). De telles variations,

a priori d'intérét secondaire, peuvent considérablement influer sur

les résultats, dans le cas par exemple, de l'intervention de "facteurs

d'aggrégation™ secrétés par les levures.

De la méme maniére, 1l'adhérence maximale se situe a pH 7,3
pour KING et af., (1980), pH 6 pour SOBEL et af., (1981) et pH 3 pour
SAMARANAYAKE et MACFARLANE (1982). Enfin, et surtout, aucune méthode

d'évaluation de 1l'adhérence ne s'est encore réellement révélée efficace.

B - FACTEURS INFLUENCANT L 'ADHERENCE

a) Espéces, viabilité, et formes culturales

Parmi les différentes espéces testées, Candida albicans est
celle qui présente la plus grande capacité 3 adhérer aux caillots de fi-
brine (MAISCH et CALDERONE, 1980) et aux cellules de 1l'épithélium buccal
et vaginal (KING et af., 1980). Candida tropicalis et stellatoldea adhe-
rent plus modérément, alors que les autres espéces présentent peu ou pas
d'interactions avec le substratum. Cet attachement est fonction de la
viabilité des levures. Les blastospores tuées par la chaleur ou le formal-
déhyde adhe&rent moins que les blastospores vivantes (MAISCH et CALDERONE,
1980 ; SOBEL et af., 1981), et les blastospores en phase logarithmique
moins que celles en phase stationnaire (KING et af., 1980). Enfin,
seul résultat a n'étre pas contesté, ce sont les tubes germinatifs qui pré-
sentent la plus grande adhérence, indépendemment d'ailleurs de leur viabili-
té (DIAMOND et KREZESICKI, 1978 ; KIMURA et PEARSALL, 1980 ; SAMARANAYAKE
et MACFARLANE, 1982 ; SANDIN et af.. 1982).

b) Lectines et sucres

Parmi les nombreuses lectines testées, seule la Con A& inhibe
1'adhérence des blastospores ou des tubes germinatifs aux cellules épi-

théliales, que ce soit les levures ou les cellules épithéliales qui
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aient été traitées par la lectine (SANDIN et ROGERS, 1982; SANDIN et
al., 1982). Cette inhibition est levée lors d'une préincubation de la

lectine avec 1'X - D - méthyl /mannopyranoside.

De nombreux effets contradictoires ont été rapportés pour

les sucres

- 1'addition 4'&X -~ D - méthyl/mannopyranoside entraine une
réduction importante de l'adhérence aux cellules buccales alors que 4'
autres sucres (D- ribose, D~ galactose, N- acetyl- D- glucosamine ou
K- D - méthyl glucopyranoside) sont pratiquement sans effets (SANDIN
et al., 1982).

- une préincubation des blastospores dans du mannose, du
galactose ou dans l'o(— D - methyymannopyranoside ne modifie pas l'a-
dhérence alors que l'C(- D - (+) et O(— L (~) fucose la diminuent de
25 %.

- des mannanes extraits de Candida albicans a des concentra-
tions de 1 a 10 mg/ml inhibent 1'attachement aux phagocytes (DIAMOND et
KREZESICKI, 1978).

- une préincubation des blastospores dans du sucrose stimule
1'adhérence des formes vivantes, mais demeure sans effet sur les levures

tuées (SAMARANAYAKE et MACFARLANE, 1980).

- enfin, des études plus completes de Mc COURTIE et DOUGLAS
(1981) , et de DOUGLAS et af., (1981), sont en faveur d'une augmentation
de l'adhérence aux surfaces acryliques des levures cultivées sur des
milieux riches en sucres. Cette augmentation qui s'observe avec la plu-
part des sucres, et principalement avec le galactose et le maltose, est
proportionnelle a la concentration en sucre du milieu de culture. Elle
pourrait é&tre en relation avec des changements de composition de paroi
manifestés par une résistance accrue 2 1l'obtention de protoplastes, et

au développement d'une couche granulo-fibrillaire & la surface des parois.

c) Enzymes et cations

Un prétraitement de 1'un des 2 partenaires de l'adhérence par
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des enzymes protéolytiques (trypsine, chymotrypsine, pronase) diminue
considérablement 1l'adhérence des blastospores, germées ou non, aux cail-
lots de fibrine (MAISCH et CALDERONE, 1980), aux cellules de 1'épithélium
buccal ou vaginal (SOBEL et af.,1981) et aux phagocytes (DIAMOND et
KREZESICKI 1978). En revanche 1l'addition de Ca2+, Mg2+, Mn2+, et de FeCL2
augmente 1'adhérence aux surfaces acryliques (Mc COURTIE et DOUGLAS,

1981).

d) Salive - sérum - filtrat de culture

L'action de la salive est parmi 1'une des plus étudiées du
fait méme que Candida albicans colonise fréquemment les muqueuses buc-
cales. Au contraire de Mc COURTIE et DOUGLAS (1981) qui signalent une
inhibition de 1l'adhérence des levures aux supports inertes traités par
la salive, ou aprés son addition au milieu d'incubation, KIMURA et
PEARSALL (1978), et SAMARANAYAKE et MACFARLANE (1982), rapportent une
augmentation de 1'adhérence des blastospores préincubdes 90' a 37° C
dans la salive, ou lorsque celle-ci est utilisée comme milieu d'incu-

bation.

L'adhérence de blastospores tuées préincubées dans du sérum
sain, ou dans un immun sérum anti-Candida albicans, diminue respective-
ment de 40 et 100 % (MAISCH et CALDERONE, 1980). En revanche le prétrai-
tement des cellules hétes par un sérum sain n'a aucun effet sur 1'adhé-

rence (SAMARANAYAKE et MACFARLANE, 1982).

Enfin, un surnageant de blastospores germées et tuées aurait

une action inhibitrice sur 1'adhérence (SOBEL et al., 1981).

e) Les germes

La microflore de la bouche, du tube digestif, et du vagin,
peut affecter la colonisation des muqueuses par des microorganismes
comme Candida albicans, en entrainant une “"compétition" pour les sites
d'attachement aux cellules épithéliales. De fait, l'utilisation de cel-
lules d'origine variée préalablement recouvertes de lactobacilles
(SOBEL et af., 1981) ou par certains streptocoques (SAMARANAYAKE et
MACFARLANE, 1982) entraine une réduction importante de 1'adhérence des

blastospores.
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CONCLUSION

De la synthése de ces différents travaux, les seules conclu-

sions qui peuvent étre objectivement retenues, sont

* d'une part, que l'adhérence de Candida albicans est en rela-
tion avec des changements superficiels de sa paroi, susceptibles de sur-

venir au cours de la transformation blastospore - tube germinatif.

* d'autre part, qu'elle pourrait impliquer un produit du méta-
bolisme cellulaire des levures, probablement une mannoprotéine. Une étude
trés élégante de MAISCH et CALDERONE (1981), consistant a tester 1l'adhé-
rence de différents extraits de parois de Candida albicans fixés par 1°'
intermédiaire de Con A ou de périodate de sodium sur des hématies de mou-
ton, a d'ailleurs trés clairement démontré le r&le primordial joué par

les mannanes pariétaux dans ces phénoménes.

Paradoxalement, aucune approche morphologique de 1‘'adhérence
de Candida albicans n'a a ce jour été effectuée. En entreprenant cette
étude préliminaire, et gradce & notre acquis sur la cytochimie des parois

de levures, notre but était triple :

1) mettre en évidence les structures pariétales impliquées

dans 1 'adhérence.

2) définir le type d'interaction des levures avec leur sub-
tratum : interactions directes par l'intermédiaire de composants exclu-
sivement membranaires et pariétaux ; interactions indirectes via des mo~

lécules libres reliant les deux types cellulaires.

3) enfin, tenter d'apprécier les éventuelles modifications
pariétales qui accompagnent ces interactions
III - RESULTATS

Nos observations ont été réalisées aprés une demi-~heure d'in-
cubation dans du PBS & 37° C. A ce stade de nombreuses blastospores adheée-

rent étroitement aux cellules de .'épithélium buccal (figs. 167, 168) et



Représentations de l'enveloppe cellulaire décalquées & partir
de micrographies de blastospores au repos (A) ou adhérentes (B).
1 - Coloration de Thiery. 2 - double coloration. 3 - Con A et

Mannosyl ferritine.
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aux villosités intestinales (figs. 169, 170, 171), tandis que les phé-
noménes d'invasion tissulaire ne sont pas encore initiés. Bien que la
plupart des levures adhérent directement aux cellules des mugueuses,
des interactions entre levures sont fréquemment observées. Elles résul-
tent soit d'une coadhérence de blastospores & des levures préalablement
fixées a la mugueuse (fig. 170), soit & une autoagglutination dans le

milieu d'incubation, en particulier pour les formes de blastése (fig. 171).

A) MODIFICATIONS PARIETALES ASSOCIEES A L'INCUBATION DES BLASTOSPORES

AVEC DES CELLULES DES MUQUEUSES BUCCALES QU INTESTINALES

Les principales modifications universellement révélées chez
les blastospores adhérentes, mals également chez de nombreuses blastos-
pores encore libres dans le milieu d'incubation, et quelle que soit la
technique de coloration utilisée, concernent le revétement pariétal.
Tandis que la double coloration y révéle l'existence de fins filaments
enchevétrés disposés radiairement (figs. 172, 173), la coloration de
Thiery met en évidence de nombreuses granulations réparties sur ces fila-
ments ainsi que les ramifications dichotomiques de leurs extrémités
(fig. 174). Enfin un marquage beaucoup plus intense des structures parié-
tales superficielles (nombre de particules de ferritine approximativement
X 3 par rapport i des blastospores au repos), est observé avec la Con A
et le mannosyl ferritine (fig. 176). L'examen des blastospores incubées
seules dans les mémes conditions réveélent également un margquage plus im-
portant du revétement pariétal, et confirment sa relative facilité d'ex-

traction (fig. 175).

Ces modifications apparaissent nettement par rapport & des
blastospores au repos, en'comparant les limites du revétement pariétal
décalquées a partir de micrographies de parois. L'hyperdéveloppement
des structures pariétales superficielles est de cette maniére clairement

mis en évidence. (fig. D).

B) OBSERVATION DES ZONES DE JONCTION BLASTOSPORES.CELLULES HOTES

L'ocbservation en microscopie électronique de coupes, réalisées
au niveau des zones de jonction blastospores ~ cellules épithéliales préa-

lablement repérées sur coupes semi-fines, révéle deux types d'attachement :
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1) soit par l'intermédiaire de matériel amorphe, peu con-
trasté par la double coloration ou la réaction de Thiery, mais bien
marqué par la Con A et le Mannosyl ferritine (figs. 179, 180, 181).
Le fait gqu'aucune de ces trois techniques n'ait permis la détection
de telles structures a la surface des cellules de 1l'épithélium buccal

(figs. 177, 178), est en faveur de l'origine fongique de ce matériel.

2) soit un contact direct, membrane plasmique de la cellule
épithéliale - revétement pariétal superficiel de la blastospore. Dans
ce cas, la jonction semble s'opérer préférentiellement par 1l'intermé-
diaire des granules périphériques précédemment décrits, qui viennent
s'insérer a l'intérieur de la membrane plasmique de la cellule héte
(figs. 183, 184, 185). La zone de contact cellule épithéliale blastos-
pore ne fait alors l'objet d'aucun marguage par la Con A et le Mannosyl

ferritine (fig. 182).

IV - DISCUSSION

Les observations réalisées en microscopie électronique démon-

trent

1) que 1l'adhérence de Candida albicans aux cellules hétes est
précédée par des modifications superficielles .de sa paroi.
Tout se passe en effet comme si une réorganisation spatiale des glycopro-
téines du revétement pariétal, permettant une meilleure accessibilité
aux récepteurs cellulaires, était nécessaire & 1l'adhérence des levures.
Ce fait est intéressant car dans de nombreux systémes étudiés (voir
BEACHEY, 1980), les modifications d'adhérence ne reflétent pas seulement
des différences dans le nombre de molécules de ligand, mais surtout dans

leur organisation ou dans leur présentation.

Les stimuli & l'origine de ces changements d'organisation du
revétement pariétal, agitation et/ou libération de composants d'origine
épithéliale modifiant la composition du milieu d'incubation, restent &
préciser. Leur nature est d'un intérét considérable car toute modifica-
tion intervenant dans l'environnement de la cellule fongique se traduit
invariablement par des changements morphologiques de sa paroi. Or le mi-

lieu d'incubation cellules épithéliales/PBS constitue un véritable milieu
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de culture pour les levures, et on comprend dés lors les résultats
contradictoires obtenus suivant les concentrations en cellules épithé-

liales, ou suivant les temps d'incubation.

Nos observations sont a rapprocher de celles de Mc COURTIE
et DOUGLAS (1981) et de SAMARANAYAKE et MACFARLANE (1980, 1981) qui rap-
portent des modifications pariétales, en particulier la production de
structures polysaccharidigues & la surface des parois facilement relar-
guées dans le milieu ambiant, aprés augmentation de la teneur en sucres

du milieu de culture.

2) l'intervention directe des structures glycoprotéiniques

superficielles dans 1l'interaction cellule héte - levure.

* soit en tant que ligand (impliguant la présence de

molécules réceptrices membranaires type lectine a la surface des cellules

buccales).

Le r6le des glycoprotéines, et plus particuliérement de leur
partie saccharidique dans les phénoménes de reconnaissance et d'adhésion
cellulaire n'est plus a démontrer (HUGHES, 1975). Le mannose en particu-
lier est bien connu pour moduler 1'adhérence d'Escherechia coll aux cel-
lules buccales (OFEK et BEACHEY 1977, 1981). Si certaines glycoprotéines
du revétement pariétal, notamment des mannoprotéines, jouent un rdle pré-
pondérant dans l'interaction substratum - levure, comme suggéré par
MAISCH et CALDERONE (1981), celui-ci pourrait s'avérer beaucoup plus com-
plexe qu'une simple intervention au niveau de l'interaction ligand -
récepteur. En particulier, l'élimination continue de structures pariéta-

les superficielles dans le milieu ambiant peut :

- démasquer des molécules de ligands sous-jacentes (tels que

des résidus N-acetyl-D-gluccosamine par exemple)
- modifier les charges nettes de surface des parois

- constituer un excés de ligand susceptible d'inhiber partiel-
lement 1l'adhérence en se fixant sur les récepteurs des cellules hétes
{(voir fig. B)

- enfin, grice a leur contenu important en phosphatase acide,
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Figure E : Méchanismes hypothétiques d'attachement de Candida albicans aux
cellules épithéliales in vitro.

1 - Blastospore au repos. 2 - Incubation en présence de cellules épithéliales.
(a) réorganisation des structures superficielles modifiant la présentation des
ligands ( ?_). (b) élimination d'éléments du revétement pariétal démasquant 4'
autres ligands (Y). 3 - L'interaction levure/cellule épithéliale est alors
possible soit directement par interactions ligands/récepteurs membranaires

(a' et b') soit indirectement via des molécules éliminées dans le milieu d'in-

cvibation (Y B ancvmae A = aAeoarntalire memhvyanas yaao
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détruire ou démasquer des sites récepteurs, ou des charges négatives

répulsives des cellules hétes.
% y
* soit en tant que facteur d'aggrégation.
L'interaction levure - cellule héte semble en effet dans
certains cas s'effectuer via des molécules du milieu ambiant, vraisem-
blablement d'origine fongique. De telles associations bien connues chez
certaines bactéries telles les sptréptocoques (GIBBONS et VAN HOUTE,
1975) , pourraient constituer une étape préliminaire indispensable a 1'

adhérence proprement dite.

3) enfin, que les deux surfaces opposées sont séparées par
un intervalle au moins égal ou inférieur a3 12 nm. Les micrographies de
levures sectionnées & leur point de contact avec la surface de la cellule
héte, aprés avoir été exposées & la Con A et au mannosyl ferritine, mon-
trent que les particules de ferritine (d'un diamétre approximatif de
12 nm) ne péndtrent pas cette zone de jonction, malgré la présence a ce
niveau de sites récepteurs & la Con A identifiés en microscopie de fluo-
rescence. WARD and WATT (1975), & l'aide de thorium colloidal,ont estimé
32 13 nm la distance minimum entre l'enveloppe des gonocoques et la mem-
brane de la cellule hdéte, pour que soient vaincues les forces électro-
statiques de répulsion,et que devienne possible l'interaction spécifi-

que ligand-récepteur.

V - CONCLUSION

Le revétement de surface des parois de Candida albicans,bde
nature glycoprotéinique, s'aveére jouer un rdle essentiel dans les rela-
tions avec les cellules des mugqueuses. Son intervention dans les phéno-
ménes d'adhérence fait suite 3 des remaniements structuraux importants,
favorisant 1'interaction avec les récepteurs membranaires des cellules
épithéliales. Mais ces interactions peuvent &tre modulées par 1l'élimina-
tion de composants superficiels de 1l'enveloppe cellulaire dans le milieu
ambiant,notamment d'enzymes lytiques. La figure E tente de résumer ces

différentes hypotheéses.
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L'activité biologique des levures, orientée en grande par-
tie vers l'édification d'une enveloppe protectrice et le maintien de
son intégrité, constitue l'un des caractéres les plus originaux de ces
organismes. La possibilité de détecter d'une maniére précise certains

polyméres des parois LM 5{fWU, tout en ayant accés a la cellule fongi-

que, prend dés lors tout son intérét.

Notre travail a abordé différents aspects de ce phénoméne.
Il a consisté dans un premier temps en la mise au point d'une techni-
que de préparation permettant de résoudre certaines difficultés posées
par la présence d'une épaisse paroi. Il nous a alors été possible de
préciser la localisation de constituants pariétaux, fondamentaux sur
le plan structural tels que la chitine, ou par leurs proriétés anti-
géniques comme les mannanes. Nos résultats suggérent en fait pour ces
composants une distribution beaucoup plus complexe & 1l'intérieur de 1°
enveloppe cellulaire que celles initialement décrites. En particulier,
l'existence de stratifications pariétales semble davantage refléter des
rythmes dans la croissance de ces organismes, plutdt que constituer des
entités structurales permanentes. Une telle discontinuité dans 1'élabo-
ration des parocis est nettement objectivée par la localisation d'enzymes
de l'enveloppe cellulaire telles que la phosphatase acide. Et la présence
d'un revétement pariétal activement secrété a la surface des levures con-
firme bien que la paroi n'est pas un simple tégument inerte, mais au
contraire un complexe extrémement changeant en fonction du cycle cellu-
laire. Dés lors, obtenir un développement synchrone de ces microorganis-—
mes apparait comme une nécessité pour tenter de préciser 1l'organisation
et 1'évolution de leurs parois. L'application de méthcdologies associant
marqueurs spécifiques (anticorps ou lectines) a des digestions enzymati-
ques trés purifiées, devrait alors permettre de progresser dans la con-

naissance des structures pariétales de levures.

D'autre part, nous avons été amenédsa définir les caractéris-
tiques ultrastructurales du cytoplasme de la cellule fongique. Parmi les
nombreux travaux publiés dans ce domaine, notxe contribution permet de
préciser quelques éléments de la morphologie de Candida albicans. on a
longtemps supposé que 1l'élahoration d'une enveloppe cellulaire, phénoméne

encore enigmatique, nécessitait 1'intervention dans la synthése, le
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transport, ou la mise en place des composants pariétaux, d'organites
cytoplasmiques propres aux levures. De fait, nous n'avons Jjamais obser-
vé de telles structures. La mise en évidence d'un appareil de Golgi et
de lysosomes est au contraire en faveur d'une unité structurale avec les
autres cellules eucaryotes. C'est donc surtocut la présence de nombreuses
enzymes impliquées dans le turnover des polyméres pariétaux, principale-
ment d'enzymes de synthése, qui confére & ces organites des fonctions
spécifiques, et qui caractérise ces éléments fongiques, plus gque toute
particularité morphologique de leur cytoplasme. Bien que la seule étude
cytochimique ne suffise pas pour définir précisément le rdle de tous les
organites cytoplasmiques, elle apporte néanmoins quelques éclaircisse-
ments sur 1l'évolution des vacuoles et du plasmalemme, au cours des phé-

noménes de régénération.

Par ailleurs, ces acquis fondamentaux nous ont amené a aborder
des questions d'intérét plus général. Ainsi 1l'adhérence qui constitue ac-
tuellement la principale préoccupation de biologie cellulaire pour
Candida albicans. Notre approche de ce probléme nous a permis de définir
le type d'interactions & l'origine de ces phénoménes, et surtout de mon-
trer qu'il nécessite de profonds remaniements de l'enveloppe cellulaire.
Elle montre par ailleurs les limites des systémes utilisés, et surtout
combien sont difficiles & maitriser les conditions expérimentales. Les
surprenantes capacités d'adaptation de Candida albicans a son environne-
ment rendent pratiquement vain tout traitement susceptible d'altérer chi-
miquement ou enzymatiquement ses composants pariétaux. I1 en va de méme
pour les tentatives de stimulation ocu d'inhibition de 1l'adhérence. De
fait, ces résultats risquent d'aboutir a définir des mécanismes totale-
ment différents de ceux rencontrés {n v{vo. Dans leur environnement na-
turel, les épithéliums sont en effet baignés par des glycoprotéines
(cell coat, mucus, salive, etc...), dont certaines constituent des ré-
cepteurs spécifiques qui peuvent entrer en compétition avec ceux des
membranes cellulaires. Bien que d'un passé récent, les travaux sur 1'
adhérence de Candida albicans doivent désormais s'orienter vers des mo-
deéles plus fiables. En particulier ceux visant 2 fixer les molécules
pariétales A tester sur des particules inertes, et par conséquent a les
isoler du reste de la cellule fongique, semblent promis & un meilleux

avenir.
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Elucider l'organisation de l‘enveloppe cellulaire et ses
mécanismes de mise en place, et mieux définir les interactions levure -
cellule héte requiérent nécessairement un éclaircissement des bases mo-
léculaires de ces phénoménes. C'est en tout cas une orientation indispen-

sable a leur compréhension.
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RESUME

Le comportement et les propriétés biclociques des levureévﬁ
s 'expriment au niveau d'une structure complexe proteégeant la cellulé\%ﬁ
fongique : l'enveloppe cellulaire. Son étude ultrastructurale et cv= :
tochimique revét donc un intérét tant fondamental gue pratique lors-—
qu'il s'agit d'un organisme pathog&ne opportuniste comme Candida
albicans , et plus particuliérement celle des structures pariétales
superficielles qui cornditionnent les relaticns avec 1'environnement.

La détection et la visualisation correctes des composants

pariétaux de levures dépendent principalement de leur accessibilité

=

aux différents réactifs. L'utilisation de coupes a congélation; en
association avec des digestions enzymatiques, favorise la pénétra-

tion d:s mirgqueours, tout en préservant les structures cytoplasmigues.
L'application de technigues faisant appel aux lectines permet ainsi de
localiser deux constituants fondamentaux de 1l'enveloppe cellulaire, les
mannanes et la chitine, et de mettre en évidence un revétement de na-
ture glycoprotéinique & la surface des levures. De la méme manidre,
certaines des modalités de reconstitution des parois, ainsi que les mo-
difications cellulaires qui leur sont assocides au cours des rhénoméres f
de régénédration, sont précisées. L'étude de la distribution d'enzymes
de 1'espace périplasmique telles que la phosphatase acide, permet par
ailleurs d= suivre 1'évolution des parois au cours de la différencia-

tion cellulaire.

Ces données nouvelles permettent de définir la nature des rela-
tions levures - cellules épithéliales au cours des rhénoménes d'adhérence
aux muqueuses, premiére étape de la colonisation tissulaire. Les interac-—
tions s'effectuent par 1l'intermédiaire du revétement pariétal, et nécessi-

tent de profonds remaniements de l'enveloppe cellulaire.
Mots clefs
Candida albicans : enveloppe cellulaire - cytockimia
Candida albicans : sphéro-protoplastes - régénération
Candida albicans : revétement pariétal - adhérence



