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AVANT-PROPOS

Le travail est organisé de la maniére suivante.

L’introduction et les objectifs font respectiveménbjet des chapitres 1 et 2.

Les recherches sont présentées de maniere sygjgmatans le chapitre 3, sous la forme
d’articles scientifiques originaux, rédigés en aiglet qui sont publiés, sous presse, ou soumis
pour publication. C’est par conséquent dans ceitthague le lecteur peut trouver I'ensemble
des éléments relatifs a chacune des études, y tepilescriptif des matériels et méthodes.
Les résultats d’'une manipulation ultérieure sosspntés séparément en complément de I'étude

3, ala fin de celle-ci (page 101).

Les résultats de chacune de ces études sont redamete chapitre 4.

Le chapitre 5 est consacré a la discussion géndeserésultats obtenus tout au long de ce

travail.

Le résumé et les conclusions sont exposés dahsjgtie 6.

Le chapitre 7 rassemble les références bibliogams citées dans chacun des chapitres

précédents.
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Chapitre 1

Introduction



1. Introduction générale

Les dermatophytoses sont des mycoses cutanées gpee® par des champignons
filamenteux kératinophiles, les dermatophytes. &fésctions cosmopolites sont fréquemment
rencontrées tant chez 'homme que chez l'animahsDig langage courant, on les appelle
« teignes », et, en médecine humaine, elles santesb désignées par le nom latinea
Contrairement a la plupart des autres champignatisogenes, les dermatophytes sont des
parasites obligatoires infectant des individus enne santé, et les infections dont ils sont
responsables sont contagieuses.

Le dermatophyt®élicrosporum canisa pour hote naturel et réservoir le chat, chezlqui
peut causer des infections chroniques aux lésiémses ; c’est le plus souvent a partir du chat
gu’il se transmet aux autres especes animales gqiriai 'homme. Il est aussi I'agent de
dermatophytose le plus souvent isolé chez le chi@rcidence des infections humaines [hr
canisreste élevée dans les pays occidentaux, sans doutgison de I'engouement croissant
pour les animaux de compagnie. En plus du dandgetleueprésente en tant que zoonose, la
dermatophytose féline constitue un probleme corsidé dans les collectivités de chats, ou
elle sévit a I'état endémique.

La pathogenése des infections pércanis ainsi que des autres dermatophytoses, est
encore loin d’étre élucidée. Leur étonnante capad# se nourrir a partir de la barriere
protectrice que constitue I'épiderme, ainsi queitgsractions particulieres qui existent entre
eux et le systeme immunitaire, sont déterminantes [a pathogénicité des dermatophytes. Les
mécanismes qui y président, et surtout leurs hasééculaires, restent tres mal compris.

Les protéases kératinolytiques sécrétées par lematlgphytes jouent plus que
probablement un réle clé dans I'établissement étolution des dermatophytoses. Chéz
caniscomme chedrichophyton rubrumun important agent de dermatophytose humaine deu
familles de génes ont été isolées, codant respectmt pour des subtilases (SUB) et des
métalloprotéases (MEP). Dans le casMiecanis deux d’entre elles en particulier, SUB3 et
MEP3, sont considérées comme de potentiels factleuvirulence. En effet, leur production est
déclenchée lorsque le champignon est cultivé agda Bératine comme unique source d'azote,
elles sont hautement kératinolytiques, et elles sxpriméesin vivo en cours d’infection.
L’investigation du role de ces kératinases doitlémment étre poursuivie ; toutefois, d’autres
protéases sécrétées apparaissent comme potengistlenpliquées dans plusieurs aspects de la
pathogenese de l'infection. C’est le cas des digg@ppeptidases, qui ont été caractérisées au
niveau moléculaire chek rubrum(Monodet al, 2005).



L’expression clinique de l'infection pavl. canisdépend aussi de la réponse immune
développée par I'h6te. En effet, les dermatophytEs)t M. canis induisent une réponse
immune spécifique, mais qui semble varier en gaait en intensité selon I'adaptation de
chaque espece fongique a son hote et selon l¢ ptagsiopathologique de lindividu infecté.
Les protéases fongiques sécrétées, a nouveauaourparticiper a cette modulation de la
réponse immune.

Actuellement, si un certain nombre de vaccins detmatophytes et ankit. canisont
ete évalués, et éventuellement commercialisés nadiemtre eux n’est parfaitement caracteérisé,
et aucun n’a fait la preuve de son efficacité. baraissance des mécanismes immuns efficaces
et protecteurs contre les dermatophytoses doit @tmecaméliorée, dans le but de mettre au
point des vaccins sdrs et efficaces contre cestiofes.

L’objectif général de ce travail est de contribaelélucidation du réle des protéases
fongiques sécrétées dans la pathogenése de liorigzarM. canis L'une d’entre elle, MEP3,
fera I'objet d’'un essai vaccinal. D’'autres proté&ades DPPIV et V, seront caractérisées au
niveau moléculaire et soumises a une premiere aétiatude leur possible implication en tant
gue facteurs de virulence. Enfin, une techniqueadiivation génique post-transcriptionnelle
destinée a linvestigation fonctionnelle des gecleszM. canissera mise au point en utilisant

comme cibles les génes codant pour SUB3 et DPPIV.

2. Microsporum canis et la dermatophytose aVl. canis

2.1. CLASSIFICATION

Les dermatophytes forment un groupe de champigfilamsenteux ayant en commun
des caractéristiques morphologiques (la produd®micro- et de macroconidi@s vitro) et
physiologiques (l'utilisation de la kératime vitro, etin vivo pour les espéces pathogenes).

Les champignons (filamenteux et levures) sont gdesment classés selon les
caractéristiques de leur reproduction sexuée, lgjea leur identification en laboratoire
s’effectue le plus souvent d'apres la morphologie l@ur forme asexuée. Chez les
dermatophytes, la forme asexuée ou anamorphe #et remcontrée dans les conditions
courantes de culture ainsi que lors de la croissanwivo, par contre, la forme sexuée ou
téléomorphe ne s’obtient que dans des conditiolisrailes bien particulieres. De plus, la forme
téléomorphe de la plupart des dermatophytes n'adétduverte que tardivement, ou pour

certains d’entre eux n’a pas encore été décritestqiourquoi, dans la terminologie courante,



on évoque géneéralement leur forme asexuée.

Selon la classification de De Hoog (De Haetgal, 1989 ; Van Cutsem et Rochette,
1992), le regne des champignons est divisé ennsbtanchements ou phylums renfermant les
formes fongiques téléomorphes. A ceux-ci S’ajouteseptieme embranchement, celui des
Fungi Imperfectiou champignons mitosporiques, ou sont rangéesoleses anamorphes des
champignons y compris celles auxquelles ne corres@ucune forme sexuée connue. Les
dermatophytes ainsi que la majeure partie des cigamps pathogénes pour 'homme et
'animal appartiennent a 'embranchement des Asamtgs Ascomycoty qui présentent un
thalle régulierement septé produisant des ascospmmetenues dans un asqiéecoté de la
classe desAscomyceteson y distingue celle deEndomycetesqui sont des levures ; les
téléomorphes du genfgandidaet le genréSaccharomycesn sont des représentants typiques.
Les formes sexuées des dermatophytes appartieanamiasse de&scomycetesa I'ordre des
Onygenales a la famille desArthrodermataceaeet au genreArthroderma; la forme
téléomorphe deM. canis est Arthroderma otae Les genresEurotium et Eimericellg
correspondant au genre anamorptspergillus appartiennent comme les dermatophytes a la
classe defAscomycetesils sont classés dans 'ordre dearotiales qui comprend aussi le
genreNeurospora

Les trois genres anamorphes de dermatophytesualsxgn se réfere tres généralement
pour les désigner, sont les genMigrosporum, Trichophytort EpidermophytonParmi les
Fungi Imperfecti ils appartiennent au sous-embranchementDi@geromycotinaa la classe
desHyphomycetesa I'ordre desVionilialeset a la famille dedloniliaceae LesHyphomycetes
présentent une morphologie essentiellement filaewesat et portent des éléments de
reproduction, les conidies ou spores asexuéesnhaEont pas contenus dans un fruit. Cette
classe s’oppose a celle dBrmstomycetesqui comprend principalement des champignons de
type levure, notamment les genr€andida Cryptococcuset Malassezia La famille des
Moniliaceaeest caractérisée par des hyphes hyalins, dépoderysgment. Elle regroupe en
plus des dermatophytes les gemkepergillus Coccidioideset Histoplasma

Le tableau 1 présente un apercu simplifié de kcepldeM. canis et des autres

dermatophytes au sein de la classification des plgamons.



Tableau 1 : Place deMicrosporum canigArthroderma otag et des autres dermatophytes dans la classification
simplifiée des champignons

EMBRANCHEMENT CLASSE ORDRE FAMILLE EXEMPLES
TELEOMORPHES Ascomycota

Ascomycetes  Onygenales ArthrodermataceaeArthroderma otae
autres dermatophytes
Onygenaceae Ajellomycegp.(téléomorphes
d’Histoplasmaspp.et Blastomyces
spp.)
Eurotiales Trichocomaceae téléomorphes dspergillusspp. et

Penicilliumspp.
Neurospora crassa

Ophiostomatales Sporothrix schenkii
Endomycetes Saccharomycetales Saccharomycespp.
téléomorphes d€andidaspp.
Zygomycota agents de mucormycoses
Basidiomycota Filobasidiales téléomorphe d€ryptococcus
neoformans
Agaricales Agaricus bisporug« champignon
de Paris »)
ANAMORPHES Fungi Imperfecti Hyphomycetes ~ Moniliales Moniliaeea Microsporum canis, Microsporum

spp., Trichophytorspp.,
Epidermophytorspp.,Aspergillus
spp.,Coccidioidespp.,
Paracoccidioidespp.,
Histoplasmaspp.,Blastomyces
Dematiaceae Alternarispp.

Blastomycetes Candidpp.,Cryptococcus

neoformans, Malassez&pp.

2.2. BIOLOGIE GENERALE

Ecologie

Les dermatophytes sont kératinophiles et kérattitplgs ; ils utilisent comme substrats
naturels des structures kératinisées. Les espapesphytes se nourrissent de débris kératinisés
éliminés dans I'environnement, tandis que les espparasites envahissensteatum corneum
de I'épiderme ainsi que les phanéres (poils ou elmevgriffes ou ongles). Les dermatophytes
pathogénes restent généralement confinés a cas,tetsn’atteignent que rarement les couches
plus profondes de la peau et tres exceptionnellelegmrganes internes.

On distingue trois groupes de dermatophytes selear lhabitat naturel, les
dermatophytes anthropophiles, zoophiles, et géephiles espéces anthropophiles sont des
parasites obligatoires de I'homme ; ils se trantneét essentiellement par contagion
interhumaine mais peuvent occasionnellement infd@aimal. Les dermatophytes zoophiles
ont pour réservoir une ou plusieurs especes ansm@kependant, ils sont souvent isolés lors de
dermatophytoses humaines, et certaines espécesecbmopaniset Trichophyton verrucosum
infectent I'hnomme trés facilement. Les dermatopsygéophiles ou telluriqgues sont quant a eux



des saprophytes vivant dans le sol. Toutefoiqdlssent accidentellement étre a I'origine d’une
infection humaine ou animale, par exemple suitecantact entre une peau lésée et un sol
contaminé.

Les dermatophytes géophiles représentent vraisbiebient la forme ancestrale des
dermatophytes pathogénes. Leurs propriétés keépdiiles et kératinolytiques et leur
association de fait avec les animaux vivant enaminavec le sol les auraient prédisposés a
évoluer vers des formes pathogénes cutanées (Waitzet Summerbell, 1995) et a développer
ensuite leur spécificité d’hote.

Les dermatophytoses se rencontrent partout dansndade, et la plupart des
dermatophytes, y comprid. canis sont cosmopolites. Cependant, la fréquence deices
isolées varie selon les zones géographiques, ¢direEs restent localisées a des régions
données. La répartition des especes évolue desplptus en raison des migrations Nord-Sud ;
on assiste notamment a I'émergence en Europe deelhesi especes anthropophiles en
provenance d’Afrique, commErichophyton violaceum

Les dermatophytes rencontrés en dermatologie nlédiea vétérinaire different
largement de par leur spectre d’hétes et de pariteportance en tant qu'agents pathogenes.
Chez les animaux domestiques, les especes respesshb dermatophytoses appartiennent
principalement aux genrégdicrosporumet Trichophyton Un apercu des principales espéces de
dermatophytes est présenté dans le tableau 2.



Tableau 2 : Ecologie, zones d’endémie particulieres et hotéxcimaux des espéces de dermatophytes les plus

frequemment isolées. Les dermatophytes appartienagx genresMicrosporum (M.), Trichophyton(T.) et

EpidermophytorE.).
Espéces anthropophiles Zones d’endémie Hobtes
E. floccosum
M. andouinii (var. langeronii) Afrique

M. ferrugineum

T. rubrum

T. mentagrophytes var. interdigitale
T. tonsurans

T. violaceum

. soudanense

. concentricum

T
T

T. schoenleinii
T. gourvilii

Extréme-Orient, Europe de I'Est

Amériques

Afrique du Nord, pourtour
méditerranéen, Moyen-Orient

Afrique subsaharienne

Asie du Sud-Est et Océanie, Amazonie,
Amérique centrale et Mexique

Afrique du Nord, Europe centrale
Afrique centrale

Espéces zoophiles

M. canis

M. equinum
M. persicolor

T .mentagrophytes var. mentagrophytes

Arthroderma benhamiae
T. verrucosum

. equinum

. gallinae

. quinckeanum

T
T
T. erinacei
T
T. sarkisovii
T

. simii

Chat, chien (homme, lapin, rongeurs,
cheval)

Cheval
Campagnol (autres rongeurs, chien)

Rongeurs, lapin, hérisson (chien, chat,
homme)

Bovins, ovins, dromadaire (homme)
Cheval
Poule, dinde, canard (autres oiseaux)
Nouvelle-Zélande Hérisson (chien, chat, homme)
Souris (autres rongeurs)
Chameau
Brésil, Etats-Unis, Japon Singe, volaille (chien)

Espéces géophiles

M. cookei
M. gypseum
M. fulvum
M. praecox
M. boullardii
T. ajelloi

T. terrestre
M. nanum

(chien, chat)

(cheval)

(porc)

Morphologie et structure

Comme la plupart des champignons filamenteux, é&mdtophytes sont polymorphes.
lls revétent une forme différente selon le miliens lequel ils poussent, et selon gu’ils vivent
en culturejn vitro, ou a I'état parasitairé vivo.

En culture sur milieu de Sabouraud, constitué deagle et de peptone, les colonies de

M. canisont un aspect macroscopique laineux ou duveteugpdkiur blanche au recto, et de



couleur généralement jaune orangée au verso (Figuré’examen microscopique permet
d’'observer un mycélium septé ainsi que des macidem Celles-ci sont en forme de
guenouille, d’'une longueur de 50 a 75 pm envirelkes présentent de sept a quatorze logettes,
et ont une épaisse paroi garnie d’échinulationgufféi 2). La production de macroconidies sur
milieu de Sabouraud est cependant tardive et itaotes; par contre, la culture t# canissur
certains milieux appauvris permet leur productionadondance. D’autres €léments peuvent
étre observés en fonction des souches fongiqueesetconditions de culture ; il s’agit des
microconidies, piriformes et implantées latéraletnsur les hyphes, des chlamydospores
sphériques et du « mycélium en raquette ». De neusies atypies se rencontrent ckkezanis

au point de vue morphologique. Certaines soucheispsr exemple non pigmentées, alors que
d’autres, dites « dysgoniques », produisent degsananidies déformées et peu nombreuses, ou
n’en produisent pas, et ont un aspect macroscopibeeant.

En s’adaptant au parasitisme, les dermatophytéoganes ont développé un mode de
dissémination commun a toutes les espéces. Il tsi@gila fragmentation des filaments
mycéliens en éléments infectants appelés arthrespou arthroconidies. Chéa. canis les
hyphes septés et les arthrospores qui en dériveninodiameétre de 2 a 4 um. L’arrangement de
nombreuses spores de petite taille, polyédrigugshariques, disposées en manchon autour du
poil, et du mycélium disposé a lintérieur du past qualifié de parasitisme endo-ectothrix de
type microsporique (Figure 3).

La structure de la paroi des dermatophytes n’est giablie. Des études anciennes
montrent qu’elle contient des glucanes, de lamhjtet en moindre quantité, des mannanes. Par
analogie avec la paroi fongique Adpergillus spp., on peut supposer que celle des
dermatophytes est constituée d’'une épaisse coueRegyllicanes et de chitine lui donnant sa
rigidité, et dans laquelle s’'insérent des polysaddes amorphes, les galactomannanes et
glucanes. A la face inférieure de cette couchemm/e¢raient les protéines transmembranaires et
a ancre GPIdlycosyl phosphatidyl inosifpltandis que les glycoprotéines de surface sdraien

liées a sa face externe.









2.3. EPIDEMIOLOGIE

Les dermatophytes zoophiles et anthropophiles @esmnettent essentiellement par
contact direct avec un animal ou une personnetiédecnais la contagion par contact indirect a
partir d'un environnement souillé existe égaleméde Vroey, 1985). Les arthrospores
éliminées dans le milieu extérieur avec les potlssguames des individus infectés sont
particuliéerement résistantes.

Les infections de type accidentel, par exempleecgdl 'homme par un dermatophyte
zoophile, sont rarement elles-mémes a I'originend’aontagion.

Microsporum canisest I'agent de dermatophytose le plus fréquent d¢hazhat et le
chien. Dans ces especes, il est respectivemerdansaple de plus de 90% et 80% des infections
(Ackerman, 1998a, b ; Manciangit al, 2002 ; Mignonet al, 2002). Microsporum canisa
egalement été isolé, entre autres, chez le chievépin, le cobaye, le hamster, et des félins
sauvages. Les autres cas de dermatophytoses asooes domestiques sont principalement
dus arrichophyton mentagrophytest dans une moindre mesur®l@&rosporum gypseum

Le chat est considéré comme I'h6te natureMierosporum canisL’isolement de ce
dermatophyte a partir du pelage félin est tresue@t; et ce méme en l'absence de Iésions
cliniques évidentes. Ce portage asymptomatiqueerstéalité le reflet de deux situations
différentes (Mignon et Losson, 1997), a savoir imp$e portage mécanique transitoire, ou une
véritable infection active, auquel cas un examermd®logique minutieux permet le plus
souvent la mise en évidence de discrétes lési@sahimaux infectés asymptomatiques jouent
probablement un rdle épidémiologiqgue majeur cardiséminent dans I'environnement un
grand nombre d’arthrospores infectantes ; par epmdér portage mécanique a sans doute tres
peu de conséquences en termes de transmissiomféetlon et ne serait que le reflet de la
contamination de I'environnement par des individagectés de facon active (Mignon et
Losson, 1997).

Comme celle des autres dermatophytes pathogeneanamission deM. canis
s’effectue le plus souvent par contact direct. laangmission a partir de I'environnement est
possible mais probablement moins efficace, puisquagré leur viabilité pouvant atteindre
plusieurs années (Sparkes al, 1994 ; Ferreiro, 1995), le nhombre de spores ésoléans
'environnement décroit rapidement lorsque I'animalrce d’infection est retiré (Mignon et
Losson, 1997).

Microsporum canis est l'agent zoophile le plus fréguemment isolé Iaie

dermatophytose humaine (Moned al, 2002b ; Bormaret al, 2007); en Belgique, comme
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dans beaucoup d’autres régions du monde, une gpartie des cas de teigne du cuir chevelu
sont causés pavl. canis(Ahy et al, 2000 ; Lateur, 2000 ; Arresst al, 2003). En Europe
centrale et du Sud, et en particulier dans les pagditerranéendyl. canisest plus souvent
isolé que les importants agents anthropophilesspu¢T. rubrumet T. mentagrophytesar.
interdigitale (Dolenc-Voljc, 2005 ; Bormanet al, 2007 ; Panasitiet al, 2007). Cette
prédominance est entretenue par l'important résergae représentent les populations
incontrélées de chats errants. Le plus souvenffety ehez ’'homme, les dermatophytosdd.a
canisont pour origine un contact direct voire indiregea un chat infecté (Scadt al, 2001 ;
Romano, 1999 ; Maraki et Tselentis, 2000). L’hompeut toutefois étre contaminé par
d’autres especes animales, comme le chien (Cafamhial, 2006), et des contagions
interhumaines, bien qu’exceptionnelles, ont étéoages (Shatet al, 1998 ; Snideet al,
1993).

Le premier facteur favorisant lié aux dermatopbgto félines est, logiquement, la
fréquence des contacts entre individus, qui augeniems des rassemblements d’animaux. Les
jeunes animaux sont plus souvent atteints (Maniciral, 2002). Chez les chats a poils longs,
le plus souvent de race Persan, I'isolemeniMdeanisa partir du pelage ainsi que I'infection
active par le champignon sont nettement plus fréigugQuaife et Womar, 1982 ; Sparkets
al.,, 1993a; Manciantiet al, 2002 ; Brilhanteet al, 2003). Cette tendance s’explique
certainement, en partie, par une moindre efficadiiétoilettage. Toutefois, chez ces chats,
l'infection tend en plus a étre chronique et peupas symptomatique (Mignon et Losson,
1997 ; Mignonet al, 1999a; Scotet al, 2001), ce qui reléve probablement d'un facteur
génétique. Cette prédisposition concerne en effigtines lignées de chats, comme I'a montré
une étude épidémiologique menée par DeBoer et Nor{@993) dans des chatteries ou
vivaient des animaux apparentés. En conséquentsglze dans les élevages de chats a poils
longs prend souvent une ampleur considérable eliféstle a éradiquer

L’association entre le portage d#&l. canis et linfection par le virus de
'immunodéficience féline (FIVfeline immunodeficiency virusx été observée par certains
auteurs (Manciantt al, 1992), mais reléve probablement du mode de \gectlats examinés
plutét que d’'un lien de cause a effet (Sparkeal, 1994 ; Mignon et Losson, 1997 ; Mignon,
1998).

2.4. ASPECTS CLINIQUES

De maniére générale, méme si des formes typiquas décrites, les lésions de
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dermatophytose sont extrémement polymorphes etepeéuwmimer toute une série d’autres
affections cutanées (Scadt al, 2001 ; Carlotti et Pin, 2002). La teigne félinda canisse
présente le plus souvent sous forme de zones dépgéches, squameuses, peu inflammatoires
et bien délimitées ; les poils sont souvent cagaéss de la peau, qui semble rasée. Les Iésions
peuvent étre généralisées, ce qui est plus fréaquneatle chat que chez le chien. La localisation
des lésions est variable, mais elles se situepluke souvent au niveau de la téte, des oreilles,
des membres antérieurs et de la queue (Figurese#,65. Comme mentionné ci-dessus, de
nombreux chats et en particulier des Persans peggeties Iésions peu ou pas perceptibles,
mais persistantes (Thomas al, 1989 ; Mignon et Losson, 1997). Cette forme dgnte est
souvent découverte suite a l'infection d’autresmemix ou du propriétaire en contact. Des
formes cliniques rares sont parfois rencontréemnee par exemple la dermatite miliaire féline,
syndrome caractérisé par du prurit et de multipletiies papules et croltes disséminées sur le
corps. Des onychomycoses et des otites exterdscanisont aussi été rapportées (Saeiit

al., 2001). Le chat atteint peut également déveloplesr kérions, lésions circonscrites tres
inflammatoires et suppurées. Ce type de Iésionseggindant plus fréquent chez le chien.

Chez le chat Persal]. canispeut dans de rares cas envahir le derme et I'hypoale
alors qu’il reste normalement confiné a la couchenée de I'épiderme. Il provoque alors des
|ésions caractéristiques appelées pseudomycétoBudes-ci sont décrites également chez
’homme et le chien, dans des cas d'immunodépras@ondet al, 2001 ; Abramcet al,
2001 ; Zimmermaet al, 2003 ; Berget al, 2007).

Chez 'hnomme adulteM. canisprovoque principalement des Iésions de la peauglab
(tinea corpori3, arrondies, érythémateuses et finement squameaysesiées herpés circinés ou
encore «roues de Sainte-Catherine » (Figure 5¢z Clnfant, il est responsable de teignes

tondantes du cuir cheveltinea capitig, ou de Iésions circinées multiples et inflamma®i

2.5. DIAGNOSTIC

Le diagnostic final d’'une teigne féline repose guatre examens complémentaires :
'examen du pelage a la lampe de Wood, 'examenasgopique direct, la culture fongique et
I'examen histopathologique.

L’examen du pelage au moyen d’une lampe de Woddmet une lumiére ultraviolette
d’'une longueur d’onde de 365 nm, est un premiemexade choix. Les poils infectés pdr
canis apparaissent verts fluorescents sous la lamper@-igy cette fluorescence est due a la

présence de ptéridine, produit de la métabolisadiotryptophane. Les squames ou les ongles

12



parasités ne deviennent par contre jamais fluonésc€ependant, I'application de certains
traitements topiques peut faire apparaitre ou dgpa la fluorescence. Certains auteurs
pensent que seule une fraction des souchés. @anissont fluorescentes (Mullet al, 1989 ;
DeBoer et Moriello, 1995a), alors que selon d’aytidont Mignonet al. (1998a), toutes les
souches sont susceptibles de montrer une fluorescén condition que I'examen soit
correctement réalisé.

L’examen microscopique direct est réalisé sur ads prélevés au sein d’une Iésion
ou fluorescents sous la lampe de Wood. Afin d’écliala préparation, les poils sont examinés
dans une solution de chloral lactophénol, ou d’bygde de potassium 10%. Au grossissement
40X, les poils infectés apparaissent élargis, awee surface irréguliere et abimée. Aux
grossissements supérieurs, des amas de sporeshsentés autour du poil, et des filaments a
I'intérieur du poil (Figure 3). Cet examen peut daioutir a un diagnostic de certitude, mais il
dépend de la qualité du prélévement et son intexfjiwé peut s’averer difficile pour le profane.

La culture fongique est I'examen de référence ptaeneun diagnostic définitif
(Moriello, 2001). Elle permet en plus l'identifiéan du dermatophyte isolé. Le matériel mis en
culture peut étre prélevé de différentes facons,egample au moyen d’'une brosse a dents
stérile. Le prélevement est ensemencé sur un nabetenant un antibiotique antibactérien et
du cycloheximide, et incubé a 27°C. On utilise ligsspouvent du milieu de Sabouraud, mais le
milieu DTM (Dermatophyte Test MedignfGuillot et al, 2001) peut également étre utilisé.
Celui-ci contient du rouge phénol, qui vire au redgrs de la croissance d'un dermatophyte ;
ce systeme n’est toutefois pas infaillible.

L’examen histopathologique est quant a lui rarennatlispensable, et ne se justifie
que dans certaines formes cliniques particulieres teigne, comme par exemple les
pseudomycétomes. Les filaments et conidies sonbless sur des coupes colorées a
I’lhématoxiline-éosine, mais des colorations pluéc#ijues facilitent leur mise en évidence,
comme la coloration a l'acide periodique de ScifAS) ou celle de Gomori-Grocott. Les
lésions observées a I'examen histopathologique ame gas caractéristiques (Mullet al,
1989 ; Grosst al, 1992 ; Scotet al, 2001). L'inflammation peut étre absente ou moegrée
avec comme seul élément anormal une légere hypddsér orthokératosique épidermique et
folliculaire. Dans le cas contraire, on observetaur une périfolliculite avec un infiltrat
constitué majoritairement de lymphocytes et de bppatages, et plus rarement de
polymorphonucléaires neutrophiles (PMN).

Depuis quelques années, une série de techniquésutales sont développées chez

les dermatophytes, y compihé. canis dans un but taxonomique ou diagnostique. Un &b
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sur la PCR et I'hybridation, et destiné au diagiwodtonychomycose dermatophytique, a été
mis sur le marché en France (Saeiral, 2007).

2.6. TRAITEMENT ET PROPHYLAXIE

Chez le chat a poil court, les dermatophytosé& aanispeuvent guérir spontanément
en quelques mois. Cependant, le traitement estsrelgms la plupart des cas, pour des raisons
éthiques et pour éviter la contagion. Chez le éhatoil long, la maladie peut par contre
persister durant des années. Un protocole théigpeutoptimal associe un traitement
antifongique local et systémique, et la décontatiinade I'environnement (Moriello, 2004).
La tonte partielle ou totale de I'animal peut éimgortante pour la réussite du traitement,
surtout chez les animaux a poils longs et lorsfedtions généralisées. Le traitement doit
idéalement étre accompagné d'un suivi sous forme cdiures fongiques effectuées
régulierement ; 'animal peut étre considéré condéénitivement guéri apres deux ou trois
cultures négatives a une ou deux semaines d’ifterfMoriello, 2004).

Le traitement topique doit étre administré sousnfode bains afin d'imprégner toute la
surface corporelle, et ne peut étre rincé. Lescipes actifs les plus efficaces sont le
polysulfure de chaux (« bouillie soufrée »), le omazole et I'énilconazole. En Europe, le plus
souvent utilisé est I'énilconazole (Imavérol®) dila 2% et appliqué deux fois par semaine.
Certains effets secondaires tels que de I'hnypeaabin, de I'anorexie, des vomissements, ou
encore une faiblesse musculaire, ont été rapparass le médicament est globalement bien
toléré (Hnilica et Medleau, 2002). Des shampooingrinaires a base de miconazole, ou
associant miconazole et chlorhexidine (Masbal, 2000), ont montré leur efficacité contre la
dermatophytose Bl. canis; aucun n’est toutefois disponible en Belgique.dffiet synergique
semble exister entre le miconazole et la chlorhegjdalors que la cette derniere n’a pas d’effet
anti-fongique contrdl. canis La povidone iodine, un autre antiseptique, npast plus efficace
(Rycroft et McLay, 1991). Le traitement sous fordeebains est administré seul lorsque le colt
du traitement systémique est prohibitif.

L’antifongique systémique de référence contre lesmatophyties a été pendant
longtemps la griséofulvine, dont l'efficacité eatdement prouveée. Il s’agit malheureusement
d'un agent tératogéne, car elle agit en empéclafdrination du fuseau mitotique ; de plus,
elle peut provoquer divers effets secondaires. Blést plus commercialisée en Belgique
depuis 1999.

Comme pour le traitement local, les dérivés azalést les antifongiques les plus
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utilisés par voie systémique. lls inhibent la sysi de I'ergostérol, un composant essentiel de
la membrane cellulaire fongique. Le kétoconazolété utilisé avec succés chez le chat;
toutefois, lui aussi peut avoir des effets térategeet secondaires. C’est un autre dérivé de ce
type, litraconazole, qui est actuellement recomdéamour le traitement systémique des
dermatophytoses des animaux de compagnie. Ce pexiurés efficace et mieux toléré que le
kétoconazole (Manciangt al, 1998). Dans une étude effectuée par MorielloeBder (1995),

il a permis de guérir des chats infectés en un $ephys court que la griséofulvine, et avec une
excellente tolérance. Ses caractéristiques phacmatmues et son affinité pour les tissus
kératinisés ont été mis a profit pour développer stthémas thérapeutiques de type pulsé, par
exemple a semaine alternée (Colordioal, 2001). Ces schémas présentent I'avantage de
réduire le colt du traitement, par ailleurs tr&vél Actuellement, une solution d’itraconazole a
administremper os(Itrafungol®) est enregistrée en Belgique pourpgise féline.

La terbinafine (Lamisil®), une allylamine, agitadgment au niveau de la synthese de
I'ergostérol. Elle est trés utilisée chez 'homnmmupsoigner les mycoses superficielles, et est
particulierement efficace dans le traitement degxisnfongiques. Ce produit a fait I'objet de
plusieurs études chez le chat et le chien (Ched) 20/anciantiet al, 1999 ; Kotniket al,
2001) et pourrait constituer une alternative alisgtion des dérivés azolés.

Enfin, le lufénuron (Program®), un inhibiteur @&edhitine synthase utilisé dans le cadre
de la lutte contre les puces, a également faitjdiol’études quant au traitement des
dermatophytoses. Les résultats de ces études adables, et, malgré que ce principe actif
semble avoir certainsffets positifs (Ben Ziony et Arzi, 2000 ; Guillet al, 2002 ; DeBoeet
al., 2003), son utilité dans le cadre de la lutte kg teigne aM. canisreste douteuse (Ben
Ziony et Arzi, 2001; Moriellcet al, 2004; DeBoeet al, 2004).

Les locaux et le matériel contaminés par des spake M. canis doivent étre
soigneusement nettoyés et désinfectés. L'usageéréigau de Javel (hypochlorite de sodium)
diluée au dixieme, ou d’énilconazole en pulvérmatou en fumigation (Clinafarm®), sont
efficaces pour décontaminer I'environnement. Cééieontamination n’est pas toujours facile a
mettre en oeuvre, mais est néanmoins cruciale péwadication de la teigne dans les

collectivités de chats.

3. Pathogenese des dermatophytoses

En raison de la localisation de l'infection au se@s tissus kératinisés, la majeure partie

des recherches effectuées jusqu'a présent dans oomairte concernent les protéases
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potentiellement kératinolytiques. C’est ainsi quarmontré que les dermatophytes sécretent
tout un arsenal de protéases lorsqu’on les cudtiveun milieu contenant des protéines comme
unique source d'azote. Les genes de beaucoup e’elies ont été caractérisés, tout comme
leur spécificité de substrat, et certaines se séwilées étre dotées d’'un important pouvoir
kératinolytique. Cependant, peu d’informations sdigponibles quant a la fagcon dont ces
protéases coopérent et dont leur expression esteeegour digérer les structures kératinisées.
Les autres rdles potentiels des protéases ontragateété relativement peu investigués, tout

comme les facteurs de virulence autres que leggses.

3.1. LES PROTEASES SECRETEES DES DERMATOPHYTES

Les protéases, encore appelées peptidases ou enpyotéolytiques, sont les enzymes
qui catalysent le clivage des liaisons peptidicuesein des protéines. Elles sont universelles et
interviennent dans de multiples processus physglag, comme la digestion des nutriments,
la maturation et I'inactivation d’hormones, le tsgort transmembranaire, etc.

En plus d’étre associées au développement des tarseude leurs métastases (lete
al., 2004 ; Rubin, 2005), les protéases jouent un irdj@rtant dans la pathogenese de tres
nombreuses infections et peuvent constituer denpieties cibles thérapeutiques. Elles sont
impliqguées dans des processus tres divers, telsI'mwasion tissulaire, I'inactivation de
facteurs de défense de I'héte, I'adhérence, la méfhose, ou encore l'activation par clivage
d’autres facteurs de virulence. Par exemple, lesépses a cystéine sécrétéesHraamoeba
histolytica permettent I'établissement de I'infection en digant le mucus protecteur de la
paroi du colon, via la protéolyse de mucines (Lié¢lal, 2006 ; Moncada&t al, 2006) ; chez
d’autres protozoaires parasites, comme ceux degegémishmaniaou Plasmodium des
protéases sont impliquées dans plusieurs processiisgéniques (Klemba et Goldberg, 2002).
La colonisation et la dégradation du tissu péridalopar la bactéri®orphyromonas gingivalis
relevent d'une série de protéases différentes (Waka, 2003), dont font partie les
gingipaines ; ces protéases a cystéine sont ingagjue plusieurs facons dans le pouvoir
pathogene de la bactérie, y compris via la matmate pro-protéases de I'hote (Imametal,
2003). La protéase a sérine membranaire CbpStagtococcus pneumoniast quant a elle
nécessaire a lI'adhérence aux tissus hotes (Maral, 2006). Dans le monde des virus, la
protéase aspartique du virus HINiufman immunodeficiency virugjonstitue un maillon
essentiel du cycle réplicatif viral en clivant deslyprotéines précurseurs, ce qui a fait d’elle

une cible pour des médicaments antirétrovirauxs& loéinhibiteurs (Brik et Wong, 2003).va
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de soi que ce ne sont la que quelques exemplgsiedes protéases sont des outils importants

dans de trés nombreux processus infectieux.

3.1.1.Classification des protéases

Dans la nomenclature internationale officielle dagymes, les protéases représentent la
catégorie EC 3.4 (EC polimzyme Commissipou le « 3 » fait référence aux hydrolases et le
« 4 » aux peptidases. Selon la classification @&reace, disponible dans la base de données
électronique MEROPS (Rawlings$ al, 2006) les protéases sont réparties en 6 groupes selon la
structure de leur site actif et le mécanisme cttplg qui en découle. C’est ainsi qu'on
reconnait les protéases acides ou aspartiqguesydeadloprotéases, les protéases a sérine, les
protéases a cystéine, les protéases a thréonies ptotéases glutamiques, en plus de celles
dont le mécanisme catalytique est inconnu. Ellest smsuite groupées en familles, qui
rassemblent des protéases homologues entre elles.foBction de leurs relations
phylogénétiques, les familles peuvent étre divisgesous-familles, ou encore groupées en
clans. Les groupes catalytiques et les clans duatun désignés par une lettre majuscule, les
familles par un chiffre, les sous-familles par ungre lettre majuscule. Par exemple, la sous-
famille M28E parmi les métalloprotéases appartéela famille M28 et au clan MH ; la famille
S10 de protéases a sérine appartient au clan SCreat pas subdivisée en sous-familles. Les
clans P regroupent des protéases de différents tgtalytiques. Le tableau &.(infra) donne
une vue d’ensemble de la classification des pretassortie de différents exemples.

Parallelement, les protéases sont divisées en pemgases (EC 3.4.21-25) et
exoprotéases (EC 3.4.11-19). Les premiéres clidest liaisons peptidiqgues au sein de la
séquence protéique, tandis que les secondes agéskextréemité N- ou C-terminale des

protéines, libérant un ou un petit nombre d’acia®snés.

Les protéases a sérine

Les membres de ce groupe présentent un site aétdrrdiné par trois résidus,
comprenant en plus de la sérine, un aspartate eethistidine. Le motif conservé GXSXG
comprenant la sérine active caractérise la plufmades protéases.

Les endoprotéases a sérine (EC 3.4.21) contiendenhombreuses protéases de
mammiféres, comme la chymotrypsine, la trypsinethtambine, I'élastase pancréatique, ou

encore les granzymes des cellules cytotoxiquedeel appartiennent a la famille S1, I'une
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des deux plus importantes parmi les protéasesreeséa seconde est la famille S8, formée en
majorité par les endoprotéases a sérine de typdisink (subtilisin-like ou subtilases, et que
certains auteurs considerent comme un clan coéstas familles (Siezen et Leunissen, 1997).
Parmi elles, les subtilisines proprement ditesdpites par des bactéries du geBeeillus, sont

les plus anciennes a avoir été caractérisées. ikstad’entre elles, et notamment leur
représentant-type, la subtilisine Carlsberddeillus licheniformigEC 3.4.21.62), entrent dans
la formulation des détergents industriels. Desasgés provenant de toute une série d’autres
bactéries et d’organismes eucaryotes se retroutaeriefois dans cette famille. Chez les
bactéries et champignons, beaucoup de subtilagggies enzymes extracellulaires impliqués
dans des fonctions de nutrition ou dans la défeisa-vis de facteurs d’environnement. Par
exemple, la peptidase Cba des streptocoques path®gélive le composant Cb5a du
complément, lui faisant perdre sa fonction de chéng(Clearyet al, 2004). Des peptidases
de la famille S8 produites pabichelobacter nodosusnterviennent également dans la
pathogenese du piétain chez le mouton (Kortt et&te 2004). La majorité des subtilases sont
synthétisées sous forme de préproenzymes, quilibénés dans le milieu extérieur suite au
clivage de leur peptide signal et activés par caduleur propeptide. En général, les subtilases

ne possedent pas de ponts disulfures.

Les métalloprotéases

L’activité protéolytique de ces enzymes dépenchdan meétallique, souvent le zinc.
L’ion zinc en question est lié a deux résidus Hisg au sein du motif conservé HEXXH, ainsi
gu’'a un résidu glutamate (HEXXH + E). On retrouvgamment parmi les métalloprotéases a
zinc le facteur LFIléthal facto) deBacillus anthracisqui clive des enzymes de la famille des
MAPK kinases ihitogen activated protein kinases kings@spliquées dans la transduction de
nombreux signaux générés par la stimulation deptéoes extracellulaires (Agrawal et
Pulendran, 2004). Les neurotoxinesGlestridium tetaniet Clostridium botulinunen font elles
aussi partie, et agissent sur des protéines asso&igx vesicules synaptiques et impliquées dans

la neurotransmission (Hase et Finkelstein, 1993).

Les dipeptidyl peptidases

Les dipeptidyl peptidases (DPP; EC 3.4.14) liberdes dipeptides spécifiques a

'extrémité N-terminale des protéines. Selon lepédificité enzymatique et leur localisation
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cellulaire, elles sont rangées dans des classesrabre de 10 actuellement, et désignées par
un chiffre romain ou arabe (par exemple, DPP |, DBPON les retrouve chez tous les types
d’'organismes. Méme si elles relévent de différgmipes catalytiques, la majeure partie des
DPP caractérisées sont des exoprotéases a sépagemant a la famille S9. Cette famille est
caractérisée notamment par I'ordre dans lequel glaces les résidus de la triade catalytique,
Ser - Asp - His, au lieu de Asp - His - Ser poufaiille S8 et His -Asp - Ser pour la famille
S1. Ce site actif est situé dans la portion C-teatei de la protéine. La division de la famille S9
en quatre sous-familles se base sur le motif sdigleantourant la sérine du site actif, par
exemple GWSYGGY pour la sous-famille S9B. Les psés des sous-familles S9A et S9B
sont largement représentées, tant chez les animaixhez les microorganismes. Ce sont pour
la plupart des prolyl oligopeptidases (POP), givietlt les liens peptidiques de type proline-X,
et libéerent un dipeptide voire un tripeptide. Ceti@pacité spécifique de cliver un lien
peptidiqgue impliqguant un résidu proline est patieze parmi les protéases, étant donné la
résistance a la protéolyse des liaisons impliquantésidu cyclique. Les prolyl dipeptidyl
peptidases sont aussi qualifiees de protéd3B®IV-like la désignation DPPIV étant
normalement réservée aux membres de la sous-faa@iBe Certains membres de la famille S9
possedent une activité endoprotéolytique ; cettact@ristique est toutefois inhabituelle étant
donné I'encombrement stérique exercé par leur duoendil-terminal. D’'autres POP se
retrouvent au sein de la famille S15, dont notantnhes protéines PepX des lactocoques et
streptocoques ; leur site actif est cette foisésdtans la région N-terminale de la protéine. Les
familles S9 et S15 appartiennent au méme claaie2C (Tableau 3).

Les DPP microbiennes peuvent étre localisées défésetits compartiments cellulaires
ou étre exposées en surface. Méme si des POP astoiglues de la famille S15 ont été isolées
a partir de surnageants de culture de la bactétlegene opportunisttreptococcus gordonii
ces protéases ne possedent pas de séquence sigpiall @vant tout cytoplasmiques (Goldstein
et al, 2001). Les autres DPP connues et véritablememéte&s proviennent toutes, a notre
connaissance, de champignons filamenteux, et sointdes DPPIV, soit des DPPV ou alanyl
dipeptidyl peptidases. Les champignons de ce tgpebkent posséder deux prolyl dipeptidyl
peptidases, l'une sécrétée et I'autre transmembreaimaracellulaire, intervenant probablement
dans la maturation d’autres protéines. CependanDRPIV sécrétée est totalement absente
chezAspergillus nigeret Neurospora crass@lalvinget al, 2005).la DPPV sécrétée n'a quant
a elle pas d’équivalent intracellulaire connu.

Chez les mammiferes, des DPP de toutes les clemsgdissent de multiples fonctions

physiologiques. Par exemple, la DPPI ou cathepSiest une protéase a cystéine qui active par
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clivage des granzymes contenus dans les granuwesetleles de I'immunité. La DPPIII est une
métalloprotéase mais clive également les liensXPreelle intervient dans I'hydrolyse de
peptides biologiques comme les endorphines et ibéeigsine. La DPP6 ou « DPPX » fait
partie de la famille S9, mais curieusement, a pesda activité enzymatique suite au
remplacement de sa sérine catalytique par un résspartate ; elle participe au transport
transmembranaire au niveau des neurones. Cepetad@®RP mammalienne la plus importante
est sans conteste la DPPIV ou récepteur CD26 (EQ4A5), le représentant type de la famille
S9B, qui a été et est toujours extensivement &udiie remplit des fonctions variées dans
divers processus biologiques, et ce sous formet&erpu associée a la surface cellulaire ; elle
est a la fois un facteur d’adhérence, une molédeleostimulation, et une enzyme activant ou
inactivant par clivage des peptides bioactifs (poevue : Boonacker et Van Noorden,
2003). L'activité liee a la DPPIV est augmentée ddminuée dans toute une série d'états
pathologiques, ce qui fait d’elle une cible thérgtmpie a plusieurs niveaux (Lambeit al,
2003). Notamment, linhibition de [linactivation dglucagon-like peptide-1(GLP-1) et
d’hormones apparentées par cette protéase estrpisdit pour le développement de nouveaux
traitements pour le diabete de type Il, actuellansm le point d’étre commercialisés (von
Geldern et Truvillyan, 2006). La DPPIV est ausspliouée de diverses maniéres, a la fois
positivement et négativement, dans I'infection learirus HIV (Ohtsukiet al, 2000), ainsi que
dans le développement et le comportement de tune¢wuians la pathogenése de maladies auto-

immunes (Thompsoet al, 2007).

3.1.2. Les protéases sécrétées des champignons pgénes

C’est chezCandidaet Aspergillusspp. que les protéases ont été le plus étudiées. De
facon générale, l'intensité de la virulence de &lghtes souches Al' fumigatuset de C.
albicansa été corrélée avec leur activité protéolytique tidoy et al, 1984 ; Louieet al,
1994).

Aspergillus fumigatusécrete différentes classes de protéases (Mehad, 2002a),
dont une protéase a sérine (ALP, palkaline proteasget une métalloprotéase (MEP), qui ont
été proposées comme intervenant dans la pathogeeébaspergillose pulmonaire invasive
(Jaton-Ogayet al, 1992; Monockt al, 1993a). Ces deux protéases sont capables dedigyér
vitro le collagene et I'élastine, composants majeursssu fpulmonaire, et sont responsables de
la quasi-totalité de l'activité protéolytique duachpignon a pH alcalin. Cependant, aucune des

deux n’est un facteur de virulence essentiel, pgsdes mutants de délétion, simples ou
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doubles, ne présentent pas de perte de virulenoadtet al, 1993b ; Jaton-Ogast al, 1994 ;
Smithet al, 1994). Contrairement aux protéases homologueslebalermatophytesf( infra),
elles ne font pas partie de familles de genes. p&ine homologue a ALP, ALP2, a été
identifiée ; elle semble ne pas étre sécrétée, pdisin allergéne important dans le cadre de
certaines bronchites asthmatiques (Reictetral, 2000). Les exoprotéases sécrétéesApar
fumigatuscomprennent deux DPP, les DPPIV et V, deux leueimenopeptidases, LAP1 et
LAP2, et des carboxypeptidases. Deux classes dégses sécrétées actives a pH acide ont
€galement été mises a jour chezfumigatus il s'agit d'une famille de protéases a sérine de
type sédolysines (famille S53), comprenant une pradéase et trois tripeptidyl peptidases, et
d’'une protéase aspartique, I'aspergillopepsinedietet al, 2002 ; 2006) ; la perte de cette
derniére ne semble pas non plus avoir d’effetdesuirulence du champignon.

Chez la levureC. albicans des protéases aspartiques secrétées encodéewdamille
de dix genes (Sapsecreted aspartic proteagesnt été caractérisées (Schademl, 1999), et
sont des éléments clés dans la virulence du champigNaglik et al, 2004). Des études
utilisant différents modéles d’infectian vitro et in vivo ont en effet montré qu’elles étaient
I'objet d’'une régulation différentielle, et que I18aps 1 a 3 sont nécessaires lors de I'adhérence
et de la colonisation initiale des muqueuses éa @eau, alors que les Saps 4 a 6 sont associees
a la formation d’hyphes et contribuent a l'infectisystémique. En outre, Sap2 est capable de
cliver de nombreuses protéines associées aux @sfémsnunes, comme les IgA, I'B1I’a2-
macroglobuline, ou encore des composants du congpigfi{aminishiet al, 1995 ; Beausejour
et al, 1998).

3.1.3. Les protéases sécrétées par les dermatoplsyéd parM. canis

Caractéristiques moléculaires et enzymatiques

Une famille de genes codant pour 5 métalloprotéégesP1l & MEP5) de la famille
M36 (famille des fungalysines) a été isolée chezcanis T. rubrumet T. mentagrophytes
(Brouta et al, 2002 ; Joussoet al, 2004a). Ces genes sont homologues aux génesesniqu
codant pour la MEP &. fumigatuset la NPI (eutral protease)ld Aspergillus oryzaeDe
méme, une famille de 7 genes de subtilases denidlds58 de sérine protéases a été isolée chez
T. rubrum ainsi que 3 de ses membres chezcanis(Descampst al, 2002 ; Joussoat al,
2004b). Les produits de ces génes sont les homedodgel la protéase ALPAI fumigatus

Comme démontré par des tests d’inhibition parfdénanthroline et le PMSF (fluorure
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de phénylméthylsulfonyle), des agents inhibant geBpement les métalloprotéases et les
subtilases, ces deux familles de protéases généhamune environ la moitié de l'activité
protéolytique produite par les dermatophytes surmilieu & base de protéines de soja et
mesurée a l'aide de caséine marquée a la résorijinessoret al, 2004a). Cette observation
met en évidence la symétrie existant entre les akphytes eA. fumigatusa ce niveau, et la
possible spécialisation des dermatophytes.

Chez M. canis MEP3 (43,5 kDa) et SUB3 (31,5 kDa) sont sécrétdesfacon
majoritaire sur un milieu a base de poils de chaifes sont toutes deux hautement
kératinolytiques, MEP3 étant également élastinglgi et collagénolytique (Mignost al,
1999a ; Brouteet al, 2001). ChezT. rubrum SUB3 et SUB4 sont actives sur la caséine, le
collagéne et I'élastine, mais surtout sur la kéeati par contre, SUB5 ne dégrade pas ces
substrats et pourrait donc avoir une spécificités glarticuliére (Joussaat al, 2004b).

Des exoprotéases sécrétées ont aussi été cazé@eséched. rubrum.Les genes codant
pour une DPPIV et une DPPV de la famille S9, etrpeux leucine aminopeptidases de la
famille M28 (LAP1 et LAP2) ont été isolés. La spiiié de ces enzymes au niveau du
dipeptide ou de l'acide aminé qu'ils libérent a étéblie a I'aide d’'une série de substrats
fluorogéniques (Monodt al, 2005).

Le tableau 3 reprend la situation dans la clasgifico des protéases des principales
protéases sécrétées des dermatophytes et descanggsignons.

Tableau 3 :Vue d’ensemble de la classification abrégée det®ases

Groupe Clans Familles Sous-familles Exemples
catalytique
Protéases a sérine PA S1 S1AB Chymotrypsine (S1A)
SB S8 S8AB Subtilases sécrétées des dermatophytes (SUB) et ALP
d’'Aspergillusspp. (S8A)
S53 Sédolysines dspergillus fumigatus
SC S9 S9AB,C,D DPPIV (S9B) et DPPV (S9C) Aspergillusspp.et
Trichophyton rubrumCD26 (S9B)
S15 Protéases PepX des lactocoques et streptocoques
(..) (..)
Métalloprotéases MH M28 M28A,B,C.E Leucine aminopeptidases (LAPAdpergillusspp. et de
Trichophyton rubrunfM28E)
MA M34 Facteur LF ddacillus anthracis
M36 Métalloprotéases sécrétées des dermatophytes (MEP)

MEP/NPI dAspergillusspp.
(..) (@D

Protéases aspartiques  AA Al AlAB Aspergillopepsine (A1A)
Protéases aspartiques@andida albicangSap) (A1A)
A2 A2AB,C,D,E,G Protéase acide du virus HIV (rétropepsine) (A2A)
(..) (..)
Protéases a cystéine CA cC1 ClAB Protéases a cystéineetamoeba histolytice€C1A)
CD C25 Gingipaines d€orphyromonas gingivalis

() ()

Protéases a thréonine
Protéases glutamiques
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Roéles dans la dégradation des substrats kératinisés

Etant donné que les structures kératinisées rapergel’habitat naturel exclusif des
dermatophytes, il s’agit la du role pressenti d’&malpour leurs protéases sécrétées, permettant
a la fois d’obtenir des nutriments assimilablesd’envahir les tissus ; ce role a d’abord été
confirméin vitro par I'observation du haut pouvoir kératinolytique akrtaines de ces enzymes,
et plus tard par la faible croissance sur kératmestatée chez des souches mutées faiblement
kératinolytiques (Ferreira-Nozaved al, 2006 ; Yamadat al, 2006). De plus, chekl. canis
Viani et al. (2004) ont démontré que les souches les plus kéfgiiquesin vitro étaient
responsablei vivo, chez le cobaye, des lésions les plus marquées.

Si I'implication des protéases des dermatophytes ¢k digestion des tissus kératinisés
est bien établie, la question de la régulationeetadcoordination de leur sécrétion pour digérer
un substrat particulier reste a étudier.

Beaucoup de ces protéases, dont SUB3 et MEP3 kheganis sont fortement
exprimées lorsque la seule source d’azote dispmrékt constituée d’'un substrat protéique
macromoléculaire, y compris la kératine et d’aufpestéines de matrice extracellulaire. Par
contre, leur expression est faible ou nulle engrés de nutriments facilement assimilables,
tels que glucose et oligopeptides (Mignetnal, 1998a ; Broutat al, 2001 ; Joussoet al,
2004a, b ; Monocet al, 2005). Il est probable que leur production soduite, au moins en
partie, par une pénurie de ces nutriments simplesasculement dans l'activation des genes
pourrait étre controlé par un facteur de transinptde la famille GATA ; en effet, chez
beaucoup de champignons, ces facteurs a « doiginde> induisent I'expression de toute une
série de genes selon la source d'azote disponMéerz(uf, 1997 ; Scazzocchio, 2000). Les
produits des géneasreA d’A. fumigatus et nit-2 de Neurospora crassacomptent parmi ces
facteurs ; ils induisent I'expression de nombrenzyenes et perméases, parmi lesquels des
protéases extracellulaires, permettant ainsi iaatilon d’'un substrat complexe. Chez certains
champignons, pathogenes pour 'lhomme ou pour kastgs, les facteurs de la famille GATA
ont été incriminés dans la pathogenése de l'iidadtHensekt al, 1998 ; Limjindaporret al,
2003 ; Pellieret al, 2003) ; par contre, dans d’autres infectionssédmblent ne pas intervenir
(Froeliger et Carpenter, 1996). Récemment, le g&dant pour I'équivalent de ces protéines
chezM. canis dnrl, a été isolé et inactivé par interruption génidiee perte fonctionnelle de
dnrla mené a une chute de I'activité protéolytiqueétée, et a un important ralentissement de
la croissance en présence de kératine comme usmouee d'azote (Yamadet al, 2006).

ChezT. rubrum lI'expression des protéases alcalines, qui conmagrnla majeure partie des
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protéases seécrétées, est induite par un autreufasetranscription a doigt de zinc, PacC, qui
est activé a des pH élevés. L'inactivationgeC a empéché a la fois la sécrétion d’activité
kératinolytique et la croissance dans un milieustiué de fragments d’ongles (Ferreira-
Nozawaet al, 2006).

Les tissus kératinisés ne sont pas constitués dguéératine au sens strict, mais
également d’'une série d’autres protéines telledaylaicrine, I'involucrine et lesmall proline
rich proteins Ces protéines sont liées entre elles pour foruameréseau complexe appelé
cornified cell envelopéenveloppe cornée). Le modele actuellement acap@st a I'utilisation
des protéases sécrétées par les dermatophytesn esbdele de coopération entre endo- et
exoprotéases pour digérer ce matériel protéiquelubke (Monod et al, 2005). Les
endoprotéases produiraient un grand nombre d’eitgribres sur lesquelles pourraient agir
les exoprotéases. Il est probable en effet ques sdes acides aminés et de petits peptides
puissent étre assimilés par les dermatophytesjesatransporteurs membranaires tels qu’il en
existe chez les autres champignons (Becker et Nai@@5 ; Lubkowitzt al, 1997 ; Hauseet
al., 2001).

Réles dans la modulation de la réponse immune

La digestion du substrat n’est probablement pais réle des protéases sécrétées. En
effet, de plus en plus d’éléments indiquent qu&kmt également des fonctions en rapport
direct avec la pathogénicité, en particulier dansbdulation de la réponse immune. En effet,
comme cela a été montré pour les Sap€ dalbicans(Naglik et al, 2004),les protéases des
dermatophytes pourraient avoir évolué pour s’adapta croissanci vivo, et avoir acquis des
propriétés déterminant la différence entre unesajrophytique et une vie parasitaire. Cela a
ete suggeéeré par Joussen al. (2004b), suite a I'observation que les SUB séceetem T.
rubrum ne sont pas toutes kératinolytiques et donc pmmtraavoir d’'autres fonctions, en
particulier une fonction en rapport avec la répansaune.

L'une des grandes caractéristiques des dermatoggs/test que les lésions causées
peuvent étre chroniques et non inflammatoires, weantraire aigués et tres inflammatoires,
selon le degré d’adaptation de I'espece fongiqgerahote et le statut physiopathologique de
I'héte. Cette modulation de la réponse immune pourrelever en partie des protéases
sécrétées. C’est ce qu’indiquent les résultatsnoistpar Giddewt al. (2007a), montrant que le
profil des protéines sécrétées en milieu inducteaomprenant une majorité de protéases- est

fortement variable entre especes de dermatophytas des hoétes différents et induisant des
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expressions cliniques difféerentes. Cela est vralefgent pour des souches différentedvile
canis qui induisent les Iésions les plus aigués lomsiips sont fortement kératinolytiquées
vitro (Viani et al, 2004). Il est donc possible que les protéasdseinfent les défenses
immunes simplement en les stimulant plus ou moaéhansle type ou la profondeur des dégats
gu’elles causent a I'épiderme, ce qui a déja épgéne par Dahl et Grando (1994). Cependant,
la réponse immune spécifique est elle aussi I'alfjgte modulation, puisque deux protéases, la
subtilase SUB6 (ou antigéne Tri r 2) de rubrumet la DPPV (ou antigéne Tri t 4) de
tonsurans peuvent étre la cible de réponses immunes diftéseen fonction du caractére aigu
ou persistant de linfectioncf. infra). Chez M. canis bien que SUB3 et MEP3 soient
effectivement immunogenes (Brougd al, 2003 ; Descampst al, 2003a ; Mignonet al,
1999a, b), aucune différence au niveau de la répbmsnorale envers SUB3 ou envers un
surnageant de culture (exoantigéne brut) contedaninombreuses protéases n’'a pu étre
démontrée entre chats de statuts cliniques différ@tignonet al, 1999a).

Tout comme Sap2 che2. albicans certaines protéases de dermatophytes pourraient
cliver directement des médiateurs de la réponsalmemCeci n’a, pour l'instant, pas été étayé.

Autres rbles

La participation des protéases extracellulairepragcessus d’adhérence n’'a pas encore
ete étudiée chez les dermatophytes. Cependantpeale rdle est concevable méme pour des
protéases sécrétées ou liees en surface de fagpavalente. En effet, I'implication dans
'adhérence a été bien démontrée pour des Safs dibicans(Ollert et al, 1993 ; Monod et
Borg-von Zepelin, 2002 ; de Bernardi¢ al, 2007), mais aussi notamment pour la protéine
CbpG deS. pneumoniagMannet al, 2006).

La sulphitolyse

Les ponts disulfures entre résidus cystéine sdatbase de la résistance mécanique du
réseau de kératine. Pour que le pouvoir lytiquepteeases sécrétées puisse s’exercer sur la
kératine, ces ponts doivent étre rompus (Kuner®219oussoret al, 2004b). Or, lors de la
croissance sur kératine, les dermatophytes exd¢rdensulphites, agents réducteurs capables
de remplir ce réle (Kunert, 1972). C’est tres réoent que les mécanismes de la sulphitolyse
ont été décrits et que I'importance capitale depleénomene a été soulignée ; I'excrétion de

sulphites par les dermatophytes dépend d’un tratepoencodé par le gessul remplissant
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dans le méme temps une fonction de détoxificat&inpouvant constituer une future cible
thérapeutique (Léchenm al, 2007).

Expressionin vivo

Trés peu de données sont publiées a ce jour quaptddil d’expressionin vivo des
protéases sécrétées. Les ARN messagers codariepquptéases SUB1, SUB2, SUB3, MEP2
et MEP3 deM. canisont été amplifiesn vivo par RT-PCR nichée (Broutat al, 2002 ;
Descamps et al, 2002), alors que seule SUB3 a été directementectd par
immunohistochimie au niveau des follicules pilenfetctés chez le chat et le cobaye (Migebn
al., 1998a, b).

3.2. 'ETABLISSEMENT DE LINFECTION: ADHERENCE, GE RMINATION,
INVASION

La cinétique d’adhérence des dermatophytes a la @iea I'ongle a été étudiée a l'aide
de différents modeles et techniques de microsc@®s.travaux ont montré une augmentation
réguliere du nombre de spores adhérentes au coutsnips, I'adhérence étant suivie de la
germination des spores et de l'invasion des strastaornées par des hyphes se développant
dans de multiples directions. Zurita et Hay (198i) observé une adhérence maximale des
arthroconidies a des kératinocytes en suspensis &a 4 heures. Aljabre et collaborateurs
(1992, 1993) ont utilisé des feuillets dgratum corneumex vivo ou des kératinocytes
individualisés, et ont montré que l'adhérence Hiatonidies deT. mentagrophytesst
maximale a 6 heures et que leur germination comenarpartir de 4 heures. Dans un modele de
lit d’ongle humain développé par Rashid et collabeurs (1995a), I'adhérence et la
germination de ces mémes arthroconidies a été \desaaprés 6 heures, et des filaments
latéraux sont apparus a 16 heures. L'équipe de [R@B4) a étudié les premiéres étapes de
linfection par T. mentagrophyteen utilisant des explants cutanés; elle a montré
'adhérence était maximale a 12 heures, que la igatron débutait a 24 heures, et que les
hyphes pénétraient danssiigatum corneunapres 3 jours.

Trés peu de choses sont connues quant aux facpswrsettant I'adhérence des
dermatophytes. Des adhésines de type lectine egpsina la surface des microconidies
permettent 'adhérence de mentagrophytest T. rubruma des cellules épithéliales (Esquenazi

et al, 2003, 2004). D'un point de vue morphologique, gegjections fibrillaires ont été
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observées chek. mentagrophytedurant la phase d’adhérence (Aljaleteal, 1993 ; Kaufman
et al, 2007). A la surface de la peau, un petit nombeelahgues fibrilles relient les
arthroconidies entre elles et aux kératinocytasdisague dans les couches plus profondes de
I'épiderme, les arthroconidies nouvellement formgest entierement couvertes de fibres fines
et courtes. Ces derniéres disparaissent lorsquange surface de contact est établie entre la
spore et la surface tissulaire (Kaufreral, 2007).

Dans une récente étude exhaustive du sécrétomerdbrumsur un milieu constitué de
protéines, Giddey et collaborateurs (2007b) ont mBms évidence, a coté de nombreuses
protéases, une céramidase qui pourrait jouer uea ndlportant dans [I'établissement de

I'infection.

3.3. FACTEURS IMMUNOMODULATEURS

Mis a part la possible intervention des protéades, principaux mécanismes de
modulation de la réponse immune identifiés chezdesnatophytes sont l'inhibition de la
multiplication des lymphocytes par les mannanegatei, I'interférence avec la fonction des
macrophages, et I'activation différentielle desdtiérocytes.

Les mannanes de paroi @erubrum(TRM, Trichophyton rubrum mannansemblent
posséder des propriétés immunosuppressives, &éafides mannanes @ albicans(Romani,
2004). En fonction de la dose utilisée, ils sorgatdes d’inhibelin vitro la prolifération des
lymphocytes mononucléés en réponse a difféerentgem@s (dermatophytiques ou non) et
mitogénes. Paradoxalement, ils constituent eux-rs@meantigéne majeur du point de vue de
la stimulation des cellules T (Blaket al, 1991a; MacCarthwet al, 1994). Bien que des
lymphocytes T suppresseurs soient actives duraninfections persistantes (Dahl et Grando,
1994), les cellules cibles pour I'action des TRMtsprobablement les monocytes (Grarmedo
al., 1992a), chez qui ils pourraient interférer ave@tocessus de présentation de I'antigéne.
Les TRM pourraient également inhiber le renouvediehdustratum corneumdirectement ou
via l'inhibition de la fonction d'autres cellulesigdysteme immunitaire (Granao al, 1992b ;
Dahl, 1993). La structure fine des mannanes desmatephytes a été précisée par lkuta et
collaborateurs (1997), qui ont fait remarquer dé&mnces entre ceux-ci et les mannanes
d’autres espeéces fongiques ; les mémes auteusiggéré que la technique de purification des
mannanes pourrait étre impliquée dans I'effet imomnimibiteur observé pour ces molécules.
De plus, Blake et son équipe (1991b) ont mis edehge des différences entre les mannanes de

différents dermatophytes, tant au niveau de leantji¢ que de leurs propriétés inhibitrices.
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Malgré ces nombreuses investigations, le mécanismégissant les propriétés
immunomodulatrices des TRM reste inconnu. Camposokéborateurs (2006) ont suggéré
gu’elles pourraient simplement résulter de la sditoin des récepteurs a mannose a la surface
des macrophages, avec pour conséquence I'empéchéenkenphagocytose.

Le role central des kératinocytes dans la modulatie la réponse immune anti-
dermatophytes a par ailleurs été confirmé, et aqueefzpu éclairci. La quantité d’lledproduite
par des kératinocytes en contact adecubrumest significativement plus faible que celle
induite parT. mentagrophytescela pourrait rendre compte de la difference eeoes deux
types d’infection au niveau de leur expressioniglia (Ogaweet al, 1998). De plus, la faible
sécrétion de cytokines par des kératinocytes huwsnaio-cultivés avecT. tonsurans
comparativement Arthroderma benhamiagourrait étre une explication a I'atténuationlae
réponse inflammatoire observée pour cette espdumkbet al, 2006).

Les phagocytes sont également des éléments imponpanmi les défenses anti-
dermatophytes. Gregurek-Novak (2004) a montré @sefdnctions de ces cellules étaient
déficientes chez des patients infectésTpanentagrophyte®ans I'étude menée par Cammbs
al. (2006), le comportemein vitro de macrophages incubés aveaubruma été analysé. Les
conidies deT. rubrum sont ingérées par les macrophages et s’y diffeeahcen hyphes,
provoquant finalement la rupture de leur membrd&eallélement, alors que la sécrétion par
les macrophages d’ll-10, une cytokine anti-inflanmire, est augmentée en présenceTde
rubrum la production de facteurs de type pro-inflamnrat@ist inhibée. Il s’agit de molécules
du complexe majeur d’histocompatibilité de classe(MHC Il, major histocompatibility
complex class )| des molécules de costimulation CD54 et CD8Q;1®let d’oxyde nitrique.
La production de TNFe- est stimulée chez les macrophages infectés ; cgtidine n’est pas
habituellement associée a l'atténuation de la ré@admmune, mais peut dans certains cas
favoriser la croissance intracellulaire d’agenthpgenes (Engelet al, 2002).

De facon plus anecdotique, Calderon et Shennan7{188t montré que la catalase
produite parT. rubrumet T. quinckeanunpourrait leur permettre de résister au peroxyde
d’hydrogéne produit par les PMN.

Chez plusieurs autres champignons pathogéenes, canmime d'immunoévasion via la
reconnaissance différentielle de récepteurs deriimté innée, les TLRTEIl-like receptors
cf. infra), a été mis en évidence. A ce jour, rien n'estncomuant a l'interaction des

dermatophytes avec ces récepteurs.
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4. Les mécanismes de défense de I'hbte vis-a-vis desmatophytes

Avant que n’intervienne le systeme immunitaire, descanismes de défense non immuns
s’opposent a I'établissement de l'infection. Laface de la peau intacte constitue un premier
obstacle, en raison de son exposition aux rayotravidlets, de ses conditions de faible
humidité, et de la compétition avec la flore migerime commensale. Le renouvellement
continu du stratum corneumsuite a la proliféeration épidermique et au progsssle
kératinisation repousse mécaniquement les élémafastants. La peau et ses sécrétions
contiennent aussi des substances présentant dpeépEe anti-fongiques, comme certains
acides gras saturés du sébum. D’autre part, |aferaime insaturée, protéine sérique pouvant
diffuser vers le derme et I'épiderme lors d’inflammmon, inhibe la croissance des
dermatophytes en captant le fer nécessaire adellgdle est probablement I'un des éléments
empéchant les dermatophytes d’envahir des stricplus profondes que I'épiderme (Kieg
al., 1975 ; Rashiet al, 1995b).

Malgré leur localisation superficielle, les dernatgtes sont la cible d’une réponse immune
a la fois innée et spécifique. En outre, il existee interrelation entre les dermatophytoses
chroniques et les maladies allergiques, probablero@mplexe et en tout cas mal comprise
(Woodfolk, 2005).

4.1. IMMUNITE INNEE

Les acteurs de I'immunité innée anti-dermatophygest les phagocytes - PMN et
macrophages -, les kératinocytes, les cellulesatgérhans (LC), qui sont les représentantes
des cellules dendritiques au niveau de I'épidergig,potentiellement, le complément. Les
mécanismes d’activation de toutes ces cellulesugs linteractions entre elles et avec les acteurs
de I'immunité spécifique sont tres mal connus dertas des dermatophytoses, mais pourraient
étre analogues a ceux mis en évidence par desrcbelesffectuées chez d’autres champignons
pathogenes. Celles-ci mettent en particulier l'atcsur la reconnaissance spécifique
d’éléments fongiques par une série de récepteutsepts a la surface des cellules de
immunité innée. En effet, comme tous les micr@migmes, les champignons portent des
motifs moléculaires universels propres au monderaghien et reconnus par le systeme
immunitaire comme faisant partie du non-soi. Cegnaiix appelésPathogen Associated
Molecular PatterndPAMP) sont reconnus par une série de récepte@dfgpes, lesPAMP

Recognition Receptor®RR), qui comprennent notamment les récepteutymeToll (TLR,
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Toll-like receptory, les récepteurs de type dectine, et le réce@emannoseMR, mannose
recepto).

Lors de la colonisation de I'épiderme par un deaphayte, les premieres cellules
entrant en contact avec le champignon sont ledikécytes. Ces cellules ne remplissent pas
gu’un role passif de barriere physique contre héscitions, mais jouent un réle actif, peut-étre
méme prépondérant, dans 'induction et I'orientatil@ la réponse immune face a un pathogene
cutané (Steinhofét al, 2001). Les stocks d’ll-1 préformée libérés par kératinocytes |ésés
sont a la base de I'état inflammatoire genéré dtmgression cutanée; I'll-1 a entre autres une
action auto-activatrice sur ces cellules. Les kéoattes co-cultives ave€. mentagrophytes
produisent une série de cytokines (Shimtkal, 2006), parmi lesquelles I'll-8, une chémokine
capable d’attirer et d’activer les PMN (Ogaetaal, 1998; Nakamurat al, 2002), ainsi que le
TNF-0, une cytokine pro-inflammatoire (Nakamuea al, 2002). Les kératinocytes peuvent
egalement sécréter des peptides antimicrobiensx-Gletonstituent un mécanisme de défense
non spécifique trés ancien d'un point de vue évol(Bhai et al, 2006) ; ils agissent
essentiellement en perméabilisant les membranédaieds, mais peuvent aussi activer des
cellules du systeme immunitaire. Les cellules épnigues en présence dE rubrum
augmentent leur expression gleléfensine 2 humaine (hBD-2) et de cathélicidine3d, deux
peptides possédant une activité fongicide enversheepignon (Lopez-Garciat al, 2006 ;
Jensenret al, 2007). En outre, la vitesse de remplacemenstdatum corneumet donc la
prolifération des kératinocyteaygmente en cas de dermatophytose (Begk, 1976).

Ces différents aspects de I'activation des kératites sont probablement liés, en partie
du moins, a l'interaction de PAMP avec les PRR destkératinocytes sont pourvus ; ceux-Ci
comprennent entre autres le TLR2, le TLR4 et le R®ederet al, 2004). Ces cellules
peuvent également répondre aux hbpaf shock proteinsprotéines de choc thermique)
d’origine microbienne (Zhanet al, 2001) ou produites par des cellules hotes (Plagleset
al., 2005). Parallelement, les lésions causées awtikécytes lors de l'infection, mécaniques
ou induites par les enzymes extracellulaires, pstupeovoquer la libération de différents
facteurs alertant d’autres cellules comme les L&ré&rouve parmi ces facteurs I'll-1, ainsi que
des hsp.

Les premiéres cellules mobiles arrivant au niveau gite d’infection par un
dermatophyte sont les PMN. Ceux-ci s'infiltrent gnande quantité au niveau du site
d’infection (Szepest al, 1993) ; chez la souris infectée garquinckeanurls s’y accumulent
en 4 a 6 heures (Hagt al, 1988). Kahlke et collaborateurs (1996) ont morgte les
dermatophytes, comme sans doute d’autres chamm@gmmoduisent un facteur de nature
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lipidique possédant des propriétés attractivescetairices envers les PMN. Tout comme les
macrophages, les PMN détruisent les éléments famgicaprés les avoir phagocytés, les
premiers étant également capables de détruire yphel sans les internaliser ; I'activité
cytotoxiqgue des PMN n’est cependant que transit@aderon et Hay, 1987). Selon Dahl et
Carpenter (1986), seules les conidies, et nonypkds, pourraient étre tuées par les PMN. Le
pouvoir fongicide des macrophages semble nettememdre que celui des PMN ; toutefolis,
ceux-ci deviennent probablement les cellules affast majeures a un stade plus avancé de
l'infection, lorsqu’ils sont adéquatement actives fe biais de la réponse immune spécifique.
Les principaux facteurs via lesquels les phagoogkescent leurs propriétés destructrices sont
les agents oxydants, dont les radicaux libres dérde I'oxygene, les peptides antimicrobiens,
et I'oxyde nitrigue (NO) dans le cas des macropbage role des phagocytes en tant que
meédiateurs influencant I'orientation de la répoimsmune anti-fongique est mal connu mais est
sans doute important. En tout cas, dans des modélgection in vitro, les PMN et les
macrophages en contact av€c albicans produisent des facteurs pro-inflammatoires qui
contribuent a I'orientation de la réponse immunécgmue (Schalleet al, 2004 ; Fradiret al,
2007).

Si différents types de cellules portent des PRR@le crucial joué par ces récepteurs
apparait surtout au niveau des cellules dendrisigGelles-ci constituent la pierre angulaire de
l'activation de I'immunité spécifique, car ce sailes qui recrutent les cellules T naives au
niveau des ganglions lymphatiques. En traduisantofmation recue via les PRR par des
signaux de costimulation adéquats, elles induikentise en place d’'une réponse immunitaire
sur mesure et notamment la différentiation desulssdl T en types Thl, Th2 ou ThO. De plus,
dans le cas particulier des champignons, chaguehutype est reconnu différemment par les
PRR et déclenche une réponse spécifique. En asogaerne les dermatophytes, I'activation de
cellules de type Th1l, produisant en particuliet’ diEN-vy, est un événement crucial au cours de
la réponse immune. En effet, la production de agttekine par les leucocytes mononucléés est
associée a l'élimination efficace de linfectionly& et al, 1996 ; Ogaweaet al, 1998 ;
Woodfolk et Platts-Mills, 2001).

Les effets de la reconnaissance des champignoheggates par les différents PRR ont
été principalement investigués ch@z albicans A. fumigatuset Cryptococcus neoformana
I'aide notamment de modeles d’infectimnvivo utilisant des animaux déficients au niveau d’'un
ou plusieurs PRRpour revue : Roedest al, 2004 ; Neteat al, 2007). De facon générale, la
reconnaissance de structures fongiques par le TlgRghablement des mannanes ou des

mannoprotéines, apparait comme un événement clé dactivation d'une réponse
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immune efficace; elle méne en effet a la productibmportants facteurs pro-inflammatoires
tels que le TNFe, I'll-12, I'll-1 B, et au recrutement de PMN par I'intermédiaire léncokines,

en particulier I'll-8 (Neteat al, 2002 ; Tad&t al, 2002 ; Bellochicet al, 2004). Par contre, la
reconnaissance par le TLR2, se liant potentiellén@derdes phospholipomannanes, semble
mener a la production de cytokines de type Th2/f#, exemple I'll-10, a l'activation de
cellules T immunosuppressives, et a linhibition ke fonction des macrophages (Re et
Strominger, 2001 ; Dilloret al, 2004 ; Neteat al, 2004 ; Blaskt al, 2005 ; Sutmulleet al,
2006). Il serait pourtant erroné de croire que aka@RR active indépendamment une voie de
limmunité innée. En réalité, ces récepteurs agisseuvent de facon coopérative, et il n'est
pas rare que la collaboration entre PRR passeagarrhation d’hétérodiméres. Par exemple, la
reconnaissance d@sglucanes fongiques par la dectine-1 influencetp@snent la production
de facteurs pro-inflammatoires déclenchée paritausation du TLR2 (Gantneet al, 2003).
Bien que le type de composé interagissant avecueh&RR soit connu ou suspecte, les
structures moléculaires fines reconnues par ceptéars demeurent inconnues (Neteal,
2007).

Les champignons pathogénes sont capables de détdarsysteme de reconnaissance
par les PRR afin d’échapper a la réponse immung.effets régulateurs anti-inflammatoires
liés a I'activation du TLR2 correspondent probaldetmau ralentissement normal de toute
réaction inflammatoire ; cependant, ils peuvene &xragérés ou prématurés dans certaines
situations ou le champignon évite la stimulatioeqhte du TLR4. C’est ainsi que la formation
d’hyphes parA. fumigatus(Neteaet al, 2003) etC. albicans(van der Graakt al, 2005)
constitue un mécanisme d’évasion de la réponse memuuisqu’ils ne peuvent étre reconnus
par le TLR4 alors que les signaux transmis via l&Rd restent intacts. Dans le cas Qe
albicans Gantner et collaborateuf2005) ont montré que leR-glucanes reconnus par la
dectine-1 lors du contact avec la forme levure ltangpignon, ne remplissent plus ce réle apres
le passage a la forme filamenteuse, car ils y smgqués par une couche de mannanes. De
facon similaire,C. neoformangvite de déclencher la voie d'activation dépendantTLR4
grace aux glucuronoxylomannanes (GXM) de sa capdtie effet, ceux-ci occupent le
récepteur mais sans qu’ait lieu la transductiosidoal en aval (Shohast al, 2001).

Trés peu d’informations sont disponibles actuelletr@n ce qui concerne l'activation
des PRR par les dermatophytes. Les hyphe3.deibrumet de M. andouinii se lient a la
dectine-2, et ce de facon préférentielle par rappox conidies (Satet al., 2006). La méme
étude a montré que la dectine-2 est incapableeasellle d’induire la transduction du signal,

mais qu’elle le fait en interagissant avec le résepa fragment Rc(RFcy) présent comme elle
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a la surface des macrophages, ce qui se tradaitnmoént par une augmentation de la sécrétion
de TNF«.

Peu de données sont disponibles quant au rélepgauke complément dans 'immunité
anti-dermatophytesl. rubrumest capable d’activer le complément par la voieraéin vitro
(Swanet al, 1983 ; Davies et Zaini, 1984). Ce faisant, iltpattirer les PMN et exacerber leurs
mécanismes destructeurs (Dahl et Carpenter, 1986itefois, rien ne permet d'affirmer que
les composants du complément sont présents enitgusuffisante dans I'épiderme que pour y
jouer un role significatif. Richardson et Bell (B)%nt montré que les arthroconidies Te
mentagrophytepouvaient étre phagocytées efficacement par les BbiS étre opsonisées, ni
par le complément, ni par des anticorps ; cettgn@Eté pourrait permettre I'élimination des
dermatophytes dans des sites peu accessibles soORiO@S.

4.2. REACTION INFLAMMATOIRE

L’action conjointe de I'immunité innée et de la o@ge spécifique ou adaptative envers
les dermatophytes se traduit par la réaction inflatoire. Cette derniére constitue le bras
effecteur de I'immunité anti-dermatophytes.

Comme déja évoqué, I'importance de la réactioraimfhatoire pour I'élimination d’'une
dermatophytose est démontrée par la relation ieveggi existe entre lintensité de
linflammation observée au niveau des Iésions atueée de l'infection : plus les lésions sont
inflammatoires, moins elles persistent. Le caractplus ou moins inflammatoire d’une
dermatophytose dépend du couple hote-espéce fandigs dermatophytes peu adaptés a leur
hoéte provoquent généralement des Iésions marquaissrelativement rapidement éliminées ;
c’est le cas par exemple lorsqgidie verrucosumqui a pour hoéte naturel le bovimfecte
’homme. L’évolution de linfection peut aussi variselon le statut physiopathologique de
I'héte ; ce phénomene est illustré par les infertichroniques inapparentes observables chez
certains chats infectés pht. canis ou encore par certaines dermatophytoses peisstan
Trichophytonspp.chez I'hnomme (Woodfollet al, 1998). La résolution rapide de I'infection est
également liée a une résistance ultérieure faaaéinfection.

Les acteurs principaux de la réaction inflammatdans de dermatophytose semblent
étre les macrophages. Ces cellules font partieydtéeme immunitaire non spécifique, mais
deviennent de puissants destructeurs grace arVengon des cellules T auxiliairebdlpers
CD4+). Plusieurs travaux ont montré que les maagph et les cellules T s’accumulent en

guantité importante au niveau du derme et des &suittiérieures de I'épiderme, a proximité
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immédiate des éléments fongiques (Greeral, 1983; Hayet al, 1988; Brasch et Sterry,
1992 ; Kogeet al, 2001b).

4.3. IMMUNITE SPECIFIQUE

Réponse cellulaire

Le recrutement de cellules T spécifiques est iradispble pour éliminer une infection
dermatophytique. Le transfert adoptif de lymphosyde souris infectées par quinckeanuna
des souris naives protege ces dernieres contrmigoion, tandis que le transfert de sérum n’a
aucun effet (Calderon et Hay, 1984). La résolutitenl'infection s’accompagne également
d’'une réponse lymphoproliférative (Kerbsal, 1977 ; Stahl et Svejgaard, 1982), tout comme
la protection vaccinalec{. infra). En outre, chez les personnes déficientes auauiwie
immunité cellulaire, comme les malades du SIDA @ux subissant une corticothérapie, on
constate une sensibilité accrue aux dermatophyttsase tendance a développer des Iésions
tres étendues, ce qui témoigne aussi de I'impoetashe 'immunité cellulaire (CMicell-
mediated immuni}ypour le contrble de ces infections.

L’activation des lymphocytes T n’est toutefois masgfisante en soi pour obtenir une
réponse efficace. La réponse cellulaire adéquatdies « de type hypersensibilité retardée »
(DTH, delayed-type hypersensitiityll s’agit d’'une branche de la CMI caractériséa p
l'intervention des macrophages comme cellules &ftaxs, et par un profil cytokinique de type
Th1l dominé par I' IFNy. Elle peut étre mise en évidence par des testmést le rappel de ce
type de réponse suite a l'injection intradermigendantigéne se traduit par I'apparition d’'un
erytheme et d’'un gonflement marqués au site d’tigac en général apres 24 a 48 heures. De
tres nombreuses études montrent que des tests ésutpositifs envers un extrait
dermatophytique sont la signature d’'une immunitécade, puisqu’ils accompagnent la
résolution de l'infection aigué et correspondenha protection ultérieure.

Chez I'homme, linfection par les dermatophyteshampophilesT. rubrum et T.
tonsurans peut évoluer de deux manieres, d'un point de vuda afois clinique et
immunologique. Jones (1993) a montré que les peesoratteintes de dermatophytose
inflammatoire et rapidement résolue présentent témonse cutanée positive envers la
trichophytine (un extrait antigénique brut deichophytonspp.), alors que celles souffrant
d’une infection chronique ne développent pas agpense, mais réagissent au test cutané par

une réaction de type hypersensibilité immédiate ifftnediate hypersensitivjtyCette réaction
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qui apparait endéans les 5 a 20 minutes est préeogar la dégranulation de mastocytes suite
au pontage d’IgE liées a leur surface, et assaziém profil cytokinique de type Th2. La
réponse cutanée de type IH chez des patients ésf@tironiques a ensuite été associée a des
titres importants en IgE non spécifiques et en Igpdcifiques del. rubrum alors que la
réponse lymphoproliférative de ces persongtest normale (Leibovicet al, 1995). La méme
dichotomie au niveau des tests cutanés a été @espar Woodfolk et collaborateurs (1996),
mais, qui plus est, ces auteurs ont démontré quditférentes réponses pouvaient étre induites
par une seule et méme protéine antigéniquel déonsurans la protéine IV. En outre, la
persistance de l'infection et la réponse de typestiit associées a des taux élevés d’IgE,
d’'lgG4, et d’lgG totales envers cette protéine pkatéine 1V a été par la suite appelée antigene
Tri t 4, et se trouve étre la dipeptidyl peptiddsele T. tonsurangWoodfolk et al, 1998).
Parallélement, un autre antigene, la subtilisind&Wde T. rubrumaussidénommée Tri r 2,
s’est avéré avoir la méme capacité d’'induire deges de réponses cutanées correspondant a
deux évolutions de l'infection. Suite a I'analyse ld réponse lymphoproliférative envers une
série de peptides dérivés de Tri r 2, la différemce les deux réponses a pu étre quelque peu
éclaircie; en effet, les réponses lymphoproliféegi des patients IH et DTH sont dirigées
contre des peptides différents (Woodfetkal, 2000).

La dualité de la réponse immune anti-dermatophgpgerait également au niveau des
cytokines produites. En réponse a une stimulatian la trichophytine, les leucocytes
mononucléés de patients atteints de dermatophgigse produisent de I’ IFN-en quantité
importante comparativement a ceux de patients sofid’'une infection persistante (Koga
al.,, 1993, 1995a; Ogawat al, 1998) ; une différence similaire entre individugectés de
facon aigué ou chronique a été observée quantpaoliuction de GM-CSF par ces cellules
(Kogaet al, 1994, 1995b). De méme, les leucocytes mononudé@stients a réponse cutanée
DTH, stimulés par des antigenes dermatophytiquasetent de I'lFNy, de I'll-4 et de I'll-5
selon un rapport supérieur a 20:1, ce qui corrad@onn profil Thl (Slunet al, 1996). Un
rapport inférieur a 2:1, traduisant un profil Tkeat par contre observé en cas de réponse IH.
Chez des personnes atteintedidea pedisla production d’ IFNy par ces mémes cellules est
élevée tant en cours d’infection qu’aprés guérigdaga et al, 2001a). Au moyen d’une
techniqgue immunohistochimique, Koga et collabonestg2001b) ont également démontré la
présence au sein de l'infiltrat cellulaire du foyefectieux des lymphocytes producteurs d’
IFN-y.

Il apparait donc que des antigenes dermatophytispieiscapables d’induire deux types

de réponses immunes. L'une, aboutissant a la fimolule linfection via une réaction
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inflammatoire, fait intervenir des lymphocytes Thbduisant en particulier de I' IFN-et se
manifeste par une réponse cutanée de type DTH.tre'ame permet pas de contrdler
efficacement linfection ; elle est de type Th2cetrrespond & des taux élevés d’anticorps
spécifiques, y compris des IgE et des IgG4. Cepende profil cytokinique de la réponse
efficace semble ne pas étre un profil Thl toutibdassique. En effet, bien que la réponse
lymphoproliférative des sujets DTH envers Tri rat slominée par I’ IFNy, celle induite par le
peptide immunogéne majeur (P5) dérivé de Tri r @pgue surtout une production d’'ll-5 et
d’ll-10, des cytokines Th2 (Woodfolk et Platts-Mill2001). C’est peut-étre en partie pour cette
raison que les réponses cutanées de certainsdodiwont mixtes ou atypiques (Woodfolk,
2005).

Méme si un mélange de cellules T CD4+ et CD8-vbservé au site d’infection par des
dermatophytes (Kogat al, 2001b), le rdle des lymphocytes T cytotoxiquesefa ces
champignons est inconnu. De facon générale, cdsleslpeuvent exercer une activité
antifongique directe, et apparaissent comme dexctefirs efficaces méme sans la fonction
auxiliaire des lymphocytes T CD4+ (Romani, 2004).

Réponse humorale

S'il est évident que les infections par des derplaytes induisent la production de toute
une variété d’anticorps spécifiques, il N’y a agpament pas de corrélation entre les titres en
anticorps spécifiques totaux et la guérison oudlétion de I'infection. Comme mentionné plus
haut, des taux d’anticorps élevés, en particulisotype IgE, sont mémes plutdt associés aux
dermatophytoses chroniques (Dahl, 1987 ; Wooddblal, 1996), et le transfert d’anticorps ne
permet pas de protéger contre linfection (CaldeminHay, 1984). En outre, l'analyse
immunohistochimique de [linfiltrat cellulaire lorsle tinea capitis montre une présence
significative de lymphocytes B uniquement dansci@s d’infections chroniques (Kocak al.,
2002).

Cependant, chez d’autres champignons pathogenedgsouels la réponse humorale a
longtemps été réputée insignifiante du point dedeiéa protection, on constate de plus en plus
que des anticorps dirigés contre des antigenes esu épitopes particuliers peuvent étre
protecteurs. La réponse humorale contre ces omasisapparemment inefficace lors d’'une
infection naturelle, pourrait en réalité étre ujuadnt important de 'immunité cellulaire, et, en
tout cas, des anticorps protecteurs peuvent étemob en utilisant les candidats immunogenes

adéquats (Casadeval al, 2002).
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Immunité spécifique anti-M. canis

Comme pour les autres dermatophytoses, une peennifaction pamM. canischez le
chat conduit a une protection ultérieure, mémekei est relative (Sparkes al, 1996). Les
chats infectés naturellement pdr canis développent des taux significatifs d’'lgG et d’'IgM
dirigés contre un extrait antigénique brut de cangbignon (antigéne M), et ce malgré une
importante variabilité (Sparkest al, 1993b). Chez des chats infectés expérimentalement
'étude de la cinétique de la réponse humoraleraotéré I'apparition d’IgM et d’'IgG contre
'antigene M, respectivement deux et six semaipegsal’infection, soit huit et quatre semaines
avant le début de la guérison cliniqgue (Sparkesal, 1995). Une réponse spécifiqgue en
anticorps chez des chats guéris de teighe aanisa également été mise en évidence grace a
un antigéne glycoprotéique de paroi (antigéne GFeBoer et Moriello, 1993), ou un
exoantigene brut correspondant au surnageant tigreeuleM. canispropagé dans un milieu
constitué de kératine féline comme unique souregade (Mignonet al, 1999a). Le cobaye
infecté parM. canisdéveloppe lui aussi une réponse en anticorps emexantigene brut
(Mignon et al, 1999b). La réponse humorale dirigée contre letepses SUB3 et MEP3, deux
composants majeurs de I'exoantigene brut, a édiéstien utilisant ces protéines sous forme
recombinante. Etonnamment, SUB3 semble n’induirerég®mnse humorale ni chez le chat
(Mignon et al, 1999b), ni chez le cobaye (Descarapal.,2003a) ; MEP3 quant a elle induit la
production d’anticorps spécifiques chez le cob@re\ftaet al, 2003).

Les réponses lymphoproliférative et DTH envdvs canis ont également été
investiguées. Une réponse lymphoproliférative a miée en évidence envers différents
antigénes bruts, chez des chats infectés natuestier{DeBoer et Moriello, 1993) ou
expérimentalement (Sparkest al, 1995); linduction de cette réponse est corrélée
temporellement avec la régression des signes absidSparkest al, 1995). La plupart des
animaux guéris de teigneMa canisdéveloppent des intradermoréactions de type DTHstdé
cas envers l'antigéne GP chez le chat (DeBaeal, 1991 ; Morielloet al, 2003), et envers
'exoantigene brut chez le cobaye (Mignenal. 1999b). Cette réponse n’est pas observée en
cours d’infection (Morielloet al, 2003). SUB3 et MEP3 recombinants induisent todesx
une réponse lymphoproliférative chez le cobaye ¢Bapset al, 2003 ; Broutaet al, 2003) ;
SUB3, qui n’induit pas de réponse en anticorps iiigive, provoque une réponse DTH
cutanée significative mais faible (Mignehal, 1999b).

Robinson et collaborateurs (2000) ont étudié panunohistochimie I'infiltrat cellulaire

généré par l'injection intradermique d’'une préparat@antigénique brute del. canischez le
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chat. lls ont montré que 48 h apres l'injectiors kosinophiles et les mastocytes étaient
préedominants, malgré la présence significative derophages et de lymphocytes. A 72 h, les
macrophages et lymphocytes forment I'essentielidfltrat, ces derniers étant représentés a
parts égales par des cellules CD4+ et CD8 +, agecao pas de lymphocytes B. Dans cette
méme étude, le nombre de cellules exprimant le MH@ugmente entre 48 et 72 h, pour
finalement concerner la majorité des cellules priese en particulier, le MHC Il est exprimé
par les cellules de Langerhans.
Il faut noter par ailleurs que la réponse immuretdéveloppée face a l'infection pir

canisinduit des réactions croisées vis-a-vis d’autrggess de dermatophytes, tant au niveau

des anticorps que des réactions cutanéesd€Pady 1995).

5. La vaccination contre les dermatophytoses

5.1. VACCINS COMMERCIAUX

Les seuls vaccins anti-fongiques sur le marché elletnent sont des vaccins
vétérinaires contre les dermatophytoses. Il s'dgits tous les cas de vaccins entiers, inactives
ou atténués, et donc susceptibles de poser deepred de sécurité et d’'innocuité. Trés peu
d’'informations sont disponibles quant a leur efficd a la durée de la protection qu'ils
induisent, ou encore a leurs effets secondairesu®mip d’entre eux ont également une
indication thérapeutique.

Un vaccin constitué d'une souche atténuéd deerrucosuna été développé en Russie
durant les années 1960 et est devenu le premiainvanti-dermatophytes efficace. Son
utilisation dans le cadre de programmes prophyjaes a grande échelle en Europe de I'Est et
dans les pays scandinaves a contribué a la reduttastique de I'incidence de linfection dans
les élevages de bovins, et indirectement chez IhenfGudding et Naess, 1986). Ce vaccin a
été commercialisé sous le nom de Ringvac® (Intgrvedis n’est actuellement plus disponible
en Belgique. Un autre vaccin contre la dermatopge/tdovine, I'Insol Trichophyton®
(Boehringer), est enregistré en Belgique. Il s’afjiin vaccin trivalent constitué de souches
inactivées deT. verrucosum T. mentagrophyteset T. sarkisovij a injecter par voie
intramusculaire. En Europe de I'Est et en Allemadadirme Bioveta commercialise une série
de vaccins contenant des souches atténuées ouivémactde différentes especes de
dermatophytes. Par exemple, le Trichobin® et lefloben® contiennent respectivement des

microconidiesT. verrucosunvivantes thermosensibles et inactivées au formsbeiées a de
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I’hydroxyde d’aluminium. On trouve aussi parmi ewx vaccin inactivé dirigé contid. canis

le Biocan M®. Un autre vaccin inactivé indiqué pdauprévention et le traitement de la teigne
féline aM. canisétait jusqu'il y a peu disponible aux Etats-Uni®l(P-Vax MC-K®, Fort
Dodge) ; il semble peu efficace (DeBoet al, 2002) et pourrait méme provoquer une
aggravation des symptémes lorsqu’il est admini&gtdes chats infectés (Scettal, 2001). En
Russie et dans certains pays voisins, un vaccirtenant des microconidies de souches
atténuées ddl. caniset T. mentagrophyte@Microderm®) est enregistré et destiné au chat, au
chien, au lapin et aux animaux a fourriManoyanet al, 2000). En Belgique, un vaccin
inactivé commercialisé sous le nom d’Insol Dermhttpn® (Boehringer) a pour especes
cibles le chat, le chien et le cheval. Il contides souches fongiques appartenant a plusieurs
especes différentes de dermatophytes, Moranis T. mentagrophytest T. equinum

5.2. VACCINS EXPERIMENTAUX

A une seule exception pres (Raskal, 2004), les vaccins anti-dermatophytes évalués
jusqu’a présent sont soit entiers, soit tres peactérisés.

Des vaccins atténués ont été développés dans |ee cdel la lutte contre les
dermatophytoses causées parequinumchez le cheval (Pier et Zancanella, 1993), etTpar
mentagrophyteshez les animaux a fourrure (Mac Enze al, 1986). lls n'ont été que
faiblement efficaces. Raska et collaborateurs (@ quant a eux comparé l'efficacité de
deux vaccins a base de la protéine hsp60.dmentagrophyted’un sous forme de protéine
recombinante, l'autre sous forme d’ADN, et ce chexeau et le cobaye. Les deux vaccins
n'ont permis qu’une protection partielle, le vacgénétique étant toutefois nettement plus
efficace que son équivalent sous forme de protéine.

Des essais de vaccination alti-canisont été réalisés chez le cobaye. S’inspirant des
résultats probants obtenus lors d’essais de va@mmnau moyen de fractions ribosomiales de
bactéries, protozoaires ou champignons, Elad eal2§94) ont testé la fraction ribosomiale
de M. canis comme agent vaccinal. La vaccination a induit uaponse humorale et
lymphoproliférative et a entrainé une diminutiogngiicative de la durée de la maladie apres
I'infection d’épreuve. De méme, Pier et collabouase (1995) ont utilisé un vaccin inactivé
constitué de souches fongigues appartenant a ds/espéces de dermatophytds ¢anis M.
gypseum, T. equinum, T. mentagrophytgsi a permis de protéger les animaux contre une
infection expérimentale pavl. canis Dans cette étude, la vaccination a induit unemség

spécifique, a la fois en anticorps et lymphopradiféve. Enfin, une étude contestable sur un
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vaccin inactivé monovalent protégeant des cobayes-vis deM. canis et induisant une
réponse lymphoproliférative a également été pulfliiéawrzkiewicz et Ziolkowska, 1996).

Chez le chat, les premiers essais de vaccinatiotrechl. canisconcernent un vaccin
constitué d’'un extrait brut de paroi fongique, adistré par voie intradermique. Les chatons
vaccinés y ont été soumis a une épreuve d’infegarmnoculation (DeBoer et Moriello, 1994)
ou par contact avec un chat infecté (DeBoer et &llori 1995b). La vaccination a induit une
réponse en anticorps comparable, mais une prdldérdymphocytaire inférieure, a celles
observées lors d'une infection naturelle ; tousdests vaccinés ont développé des Iésions de
dermatophytose. Les mémes auteurs ont obtenu gekaté similaires en utilisant un vaccin
combiné atténué-inactivé, ainsi que le vaccin cororakFel-O-Vac MC-K® (Fort Dodge), ce
qui tend a montrer que la seule réponse en aniamptreM. canisne suffit pas a protéger les

chats contre une infection ultérieure.
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Chapitre 2
Objectif et plan



1. OBJECTIF GENERAL

Ce travall s'inscrit dans le cadre de I'étude farmtelle des protéases sécrétées par
M. canis En effet, celles-ci interviennent potentiellemelsins plusieurs aspects de la
relation héte-champignon, a savoir la dégradaties tissus kératinisés, I'induction et la
modulation de la réponse immune, et I'adhérencetimsys hétes. Déterminer leurs roles
respectifs dans le processus infectieux a poucipaie finalité I'identification de nouvelles

cibles thérapeutiques et de candidats vaccinaux.

2. PLAN

2.1. ETUDE 1

La métalloprotéase MEP3, une endoprotéase hautek@eatinolytique et sécrétée
de facon majoritaire dans un milieu a base de pielschat (Brouteet al, 2001), s’est
également révélée étre immunogene, tant du poimudede la réponse humorale que du
point de vue de la réponse lymphoproliférative (Bacet al, 2003). Cette premiére étude
S’attachera a évaluer le pouvoir protecteur chemleye d’'un vaccin ankt. canisa base
de MEP3 sous forme recombinante, tout en mesurast reponses humorale et

lymphoproliférative induites par la vaccination.

2.2. ETUDE 2

L’essai de vaccination avec MEP3 n’a pas permidbtdioir une protection contre
l'infection. C’est également le cas d’'un essaiis&aén parallele avec SUB3 (Descameps
al., 2003b), une autre protéase sécrétée et fortekdeamtinolytique (Mignoret al, 1998a).
Ces échecs ont fait apparaitre la nécessité diftdgnchez M. canis de nouveaux
immunogénes potentiels. Or, les DPP produites peersl organismes montrent des
propriétés laissant supposer qu’elles pourraiargjoin réle non seulement dans I'induction
d’'une réponse immune, mais aussi dans d’autres@spe la pathogenése de I'infection par
M. canis C’est pourquoi nous avons entrepris leur carsetéon, a la fois sur les plans

moléculaire, enzymatique et fonctionnel.

2.3. ETUDE 3
Les facteurs potentiels de virulence étudiésylisiqy compris les SUB, les MEP et
les DPP caractérisées au cours de I'étude 2, niade fonction définitivement prouvée en
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tant que facteurs de virulence que si des soudmasdues déficientes, ayant perdu cette
fonction, sont évaluées quant a leur pathogénicités techniques traditionnelles
d’interruption et de remplacement génique par rdoaison homologue étant difficiles a
mettre en ceuvre chez les champignons filamentewtd @ al, 2006 ; Nakayashiket al,
2005), y compris les dermatophytes (Yamadaal, 2006), une technique d’inhibiton
génique via 'ARN a été mise au point et évaluéezdl. canis Les genes cibles choisis
pour sa mise en ceuvre s@iB3et DPPIV, I'un des deux génes identifiés lors de I'étude

précédente.
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Chapitre 3

Présentation systématique des recherches



ETUDE 1 : ESSAI DE VACCINATION DU COBAYE CONTRE LA
DERMATOPHYTOSE A M. CANIS AU MOYEN D’'UNE
METALLOPROTEASE KERATINOLYTIQUE RECOMBINANTE DE
43,5 kDa (MEP3)
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EVALUATION OF IMMUNOGENICITY AND PROTECTIVE
EFFICACY OF A MICROSPORUM CANIS METALLOPROTEASE
SUBUNIT VACCINE IN GUINEA PIGS

Sandy M. Vermout Frédéric D. Brouta Frédéric F. Descamps Bertrand J.
Lossort, and Bernard R. Migndn
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ABSTRACT

In order to identify protective immunogens agaiMitrosporum canisinfection, a
purified recombinant keratinolytic metalloproteds®EP3) was tested as a subunit vaccine in
experimentally infected guinea pigs. Both humonadl a&ellular specific immune responses
developed towards r-MEP3 were evaluated, by ELISz{me-Linked ImmunoSorbent
Assay) and byin vitro lymphocyte transformation tests respectively. Waaiton induced a
strong antibody response, and a significant butstest lymphoproliferative response against
the protein. However, the protocol failed to pravéamngal invasion or development of
dermatophytic lesions. These results show that utige present experimental conditions, r-
MEP3 specific antibodies are not protective againshallenge exposure. They also suggest
that in the same model, the induction of a cell-ated immunity towards r-MEP3 is not
sufficient, indicating the need for further reséane the field of specific inmune mechanisms

involved inM. canisdermatophytosis.

Keywords : dermatophyte, dermatophyte vacdvlierosporum canismetalloprotease
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INTRODUCTION

Infections with the dermatophytic funghBcrosporum canigrequently occur in several
domestic animals, especially the cat. Feline ringwaepresents an important problem in
animal husbandry, chronically or asymptomaticatifected individuals making it particularly
difficult to eradicate. Furthermore, it is readilpnsmissible to humans and causes a zoonosis
which is on the rise in many European countrieslfMould therefore be helpful to develop an
effective vaccine to protect cats against the tidec

Immunoprophylaxis has proved to be a valuable meanontrol different types of
dermatophytosis. The greatest success was obtainedttle, using an attenuated strain of
Trichophyton verrucosur(LTF 130) ; large-scale vaccination programs cdrio@t in eastern
Europe and Scandinavia in the past 30 years haasmalically reduced the prevalence of
bovine ringworm and the incidence of human infewi$2]. Other live vaccines, aimed at the
protection of cattle again3t verrucosunand of fur-bearing animals agairistmentagrophytes
[3-5], were also used successfully. Additionallgceination of calves with a ribosomal fraction
of T. verrucosunsignificantly reduced the duration of the disefgeln guinea pigsM. canis
vaccination trials gave encouraging results. Indeedibosomal fraction of the fungus, a
multivalent and a monovalent inactivated vaccimawsed partial efficacy [7-9]. In addition, a
recently developed combined live-inactivated vaecicontaining Trichophyton spp. and
Microsporumspp. obviated\. canisinfectionin farmed foxes [10]. In cats, the efficacy d¥la
canis cell wall vaccine was evaluated in kittens challhgpither by inoculation [11] or by
contact with infected animals [12]. All vaccinatedividuals developed dermatophytic lesions.
Similar results were obtained when testing a coebitive-inactivated multivalent vaccine
[13]. An inactivatedM. canisvaccine (Fel-O-Vax® MC-K, Fort Dodge), which is rkeated in
the United States for both prevention and treatneérfeline ringworm, seems to have poor
efficacy [13]. Few data are available about a consiak multivalent vaccine (Insol®
Dermatophyton, Boehringer) containing eight dermphyte strains including/. canisandT.
verrucosumso that its protective and therapeutic propedasot be properly evaluated at that
time [14].

Thus, to date, all the attempts to vaccinate cgésnatM. canisringworm have been
unfruitfull, while those made in guinea pigs provaay partially effective. In all these trials,
uncharacterized or poorly characterized immunogese used. The development of a subunit
vaccine, with clearly defined composition and immlagic properties, and affording a high
safety degree, must therefore be considered. éncibmtext, @M. canis43.5 kDa keratinolytic

metalloprotease (MEP3) was recently purified andratterized [15]. It is thought to be an
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important virulence factor, since it is inducilaevitro by keratin [15], and is expressedvivo
during hair invasion [16]. Moreover, both antibodynd cell-mediated immune responses
towards recombinant MEP3 (r-MEP3) [17] were shown ke induced by cutaneous
experimental infection in guinea pigs.

The aim of the present study was to evaluate tbeegtive properties of thkl. canis
recombinant metalloprotease r-MEP3, used as a gubagcine in guinea pigs, in correlation
with both antibody and cellular immune responsésiéed by the vaccine.

MATERIAL AND METHODS

Animals

Sixteen dermatophyte free 3 month-old female gumgs of the Hartley strain (B & K
Universal Limited, Humberside, England) were us€dntrol and vaccinated animals were

housed in separate cages, each of them contaimmaxenum of 2 guinea pigs.

Fungal strain and growth conditions

Microsporum canistrain IHEM 15221 (Brussels, Belgium), previousiglated from a
Wood-positive dermatophytic cat, was grown for &yglat 27°C on Sabouraud agar, and used

for the experimental infection.

Vaccine preparation

The recombinant 43.5 kDa keratinolytic metallopaste (r-MEP3) was purified by
cation-exchange chromatography from the supernafaattransformedPichia pastoriscolony
[17], and was dialyzed against 0.01 M phosphatéebed saline (PBS, pH 7.4). A single dose
of vaccine contained 500 pl of a 200 pg'murified metalloprotease solution, and 250 pl of
Freund’'s complete or incomplete adjuvant for tmstfand the two subsequent immunizations

respectively. Protein concentration was determimethe method of Bradford [18].
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Experimental vaccination, challenge infection and lmod sampling

Guinea pigs were divided into 3 groups. Group lt@ioed 6 animals vaccinated with r-
MEP3. Group 2 contained 6 control guinea pigs tei@avith the adjuvant diluted in PBS only,
whereas group 3 contained 4 non vaccinated, nogcted control animals. Subcutaneous
vaccination was performed 3 times at 2-week infer{@n study day number -76, -62 and -48).
For each immunization the vaccine was divided me¢hequal parts which were injected into
three different body sites. The allocation of expent animals was randomized.

Seven weeks after the last vaccination (study dewber 0), group 1 and 2 guinea pigs
were infected wittM. canis essentially as described by Van Cutsem [19].fBrighe inoculum
consisting in mycelia and spores collected fromtures on Sabouraud agar slopes was
suspended in a honey-water (1/2 [vol/vol]) mixtared applied on a 15 éaback skin surface
previously clipped and scarified. Each guinea pag\inoculated with % 10° colony forming
units (CFU).

Negative controls from group 3 were exposed toddwme procedure except that the
inoculum did not contain any fungus. Blood samplese collected on days -76 and -62 and
from day O to day 56 post-infection (Pl) at two Ww®eantervals by intracardiac puncture
performed under general anesthesia. Animal expatsneere approved by the local ethic

committee (University of Liege).

Clinical and mycological follow-up

Animal infection was monitored weekly using clinliead mycological criteria. Clinical
criteria were erythema, alopecia, squamosis anstréor each clinical criterion, a subjective
score of zero, one or two was attributed by a simglaminer throughout the experiment. This
investigator was not aware of the guinea pig sté@rascinated or not). Mycological criteria
were the presence of fluorescent hair under Woddlg# and the growth oM. canison
Sabouraud plates (containing cycloheximide and rahiphenicol) after inoculation of hair
collected by the hair-coat toothbrushing method.[20score of zero, one or two was attributed
to each mycological criterion. A global score ranggirom 0 to 12 was calculated by adding
both clinical and mycological scores. A median glofcore was then calculated for each group

of animals.
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ELISA

Serum samples were stored at -20°C until use dndsahys were performed in one
batch at the end of the study period. RecombinaBPB] reference antisera and rabbit anti-
guinea pig lgs (Dako, Glostrup, Denmarkyere appropriately diluted after standard
checkerboard titration (data not shown). All waskese repeated four times. Polystyrene
microtiter plates (Maxisorp F16, Nunc, Roskilde nberk) were coated for one hour at 37°C
with 100 pl per well of a 20 pg mir-MEP3 solution in PBS. Odd rows were sensitizéth w
the antigen while even ones remained free of amtégecontrol wells. After washing with PBS,
plates were saturated for one hour at 37°C withraaon buffer (PBS containing 1% [wt/vol]
bovine serum albumingBSA; Sigma, Munich, Germahy and then washed with PBS
containing 0.05% [vol/vol] Tween 20 (PBS-T). Sersamples were diluted 1:100 in dilution
buffer (saturation buffer containing 0.05% [vol/jy@ween 20). One hundred pl serum samples
were added for one hour at 37°C to two antigenembaind two control wells. After washing
with PBS-T, 100 ul of horse raddish peroxidase-egaied rabbit anti-guinea pig Igs diluted
1:20,000 in dilution buffer were added for one hauB87°C. The plates were washed with PBS-
T and peroxidase activity was then revealed byatidition of 100 pul of a solution containing
tetramethylbenzidin and hydrogen peroxide (Cors@®incept, Namur, Belgium). The reaction
was stopped after 7 min at room temperature withub®f 1 M sulphuric acid, and the
absorbance at 450 nm was immediately measured avgpectrophotometer (Multiskan RC,
Thermolabsystems, Helsinki, Finland). On each platsitive and negative reference antisera
were also included in duplicates. The positive nezfee antiserum was collected by Migretn
al. [21] from a guinea pig immunized with a crude exdigen containing MEP3. The negative
reference antiserum was a pool of the sera obtainethy 56 Pl from the guinea pigs of group
3.

For each serum tested, the optical density (OD) deftned as the mean of the
absorbance differences between control and ansgasiized wells. Results were then
expressed as OD percentages obtained as followspé&g&entage = (ODx - ODn) / (ODp —
ODn) where ODx is the OD obtained with the testediisi, ODp and ODn are the OD obtained
on the same plate with the positive and the negaference antisera respectively. Mean OD%

was calculated for each group.
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Lymphocyte blastogenesis test

Cell-mediated immunity (CMI) to r-MEP3 was evaludie vitro by the lymphocyte
blastogenesis test (LBT). For this experiment, atsnfrom groups 1 and 2 were randomly
divided into 2 subgroups of 3 guinea pigs each. Twaof heparinized blood were sampled
from each guinea pig and diluted 1:2 in PBS. Samfilam guinea pigs belonging to the same
subgroup were then mixed together, pipetted over @f Ficoll-Paque solution (Amersham,
Uppsala, Sweden) in 50-ml conical tubes and cemgeidl for 30 min at 400 g. The peripheral
blood mononuclear cell (PBMC) rings were harvestad washed twice in PBS for 10 min at
400 g. PBMC were then diluted at a final conceraraof 1x 16° mI* in RPMI-1640 medium
(Bio Media, Boussens, Belgium) containing 2% haseim (Gibco Brl, Paisley, UK), 1% non
essential amino acids, 1% sodium pyruvate, 10 1Y pehicillin, 0.1 mg mt streptomycin and
50 uM 2-mercaptoethanol. Aliquots of the cell suspen (250 ul) were incubated in 96-well
sterile tissue-culture plates (Corning, NY, USA)ntoning in quadruplicates either PBS
(negative control wells), 1 pg concanavalin A (f@si control wells) or 500 ng heat-
inactivated r-MEP3 (test wells). Plates were caltufor 3 days at 37°C in an atmosphere
containing 5% C@and pulsed with 1 pCi dfH] thymidine (Amersham) for 24 h. Cells were
harvested onto glass fibre filters (Skatron, StetliVA, USA) using a Skatron cell harvester.
The dried filter discs were tranferred to vials t@mng 4 ml of scintillation fluid (Ecoscint A,
National Diagnostics, Hessle Hull, UK), and incamtn of[*H] thymidine was quantified for
3 min with a Beckman LS 5000 CE scintillation camiBeckman Instruments, Fullerton, CA).
The results of the LBTs were expressed as a sttranlandex (Sl), calculated as the ratio of the
mean count per minute (cpm) in the test wells d@idithy the mean cpm in the negative control

wells.

Statistics

The Mann-Whitney U-test was used for the statistomparison of both median global
scores and ELISA results between the vaccinatedrendon-vaccinated groups. This test was
performed with the software Statistica. A P valdie<d).01 was considered significant. The
necessity of pooling the PBMC samples did not allpgvforming statistical tests on LBT

results.
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RESULTS

In the conditions of the study, and despite thauation of a significant humoral and
cellular immune response, vaccination with r-MER8 dot allow any reduction of lesion

intensity, of disease duration, or of fungal ineasi

Clinical and mycological follow-up. All guinea pigs from challenged group developed
clinical signs consistent with dermatophytosis,haligh considerable variation in lesion
intensity was observed between animals. Non infeat@mals from group 3 did not develop
any dermatophytic lesion. Typical dermatophytimsigvere already observed on day 7 PI. All
the challenged animals were found to be cultureatigeson the first sampling (day 14 PI) and
Wood positive on day 21 PI or sooner, except onmanfrom group 1 and one from group 2
which remained Wood negative. Median global scoas;ounting for both clinical and
mycological evaluations, are shown in figure 1the two challenged groups, highest scores
were observed between day 14 to 28 Pl and themnkesesolved progressively.

12 ~ —A— group 1
—O— group 2

10

Median global score

0 7 14 21 28 35 42 49 56
Day post-infection

fig. 1 : Evolution of median global scores (+ /5tf7 / 25th percentile) in vaccinated
(group 1) and non vaccinated (group 2) guinea pigshe basis of clinical and mycological
criteria
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Antibody response. Vaccinated animals from group 1 developed a vegh hand
significant antibody response towards r-MEP3 (feg@). Maximal response was observed on
day 0, i.e. 7 weeks after the last immunizatione @htibody titres remained high until the end
of the experiment and were significantly highernthhose observed in the group of non
vaccinated control animals (group 2) during all th#ection period (P ranging from 0.004 to
0.01) except on day 56 Pl (P=0.08). Antibody titresorded in group 3 (non infected control

animals) remained at a basal level during the whrfperiment (data not shown).
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fig. 2 : Kinetics of the mean antibody responseifab density + / - standard error of the
mean) to r-MEP3 in vaccinated (group 1) and cor{gmbup 2) guinea pigs. V: vaccination ; C:
challenge infection

CMI responses. Vaccination with r-MEP3 induced a strong but trensi

lymphoproliferative immune response (figure 3)The mean S| obtained with r-MEP3-
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stimulated lymphocytes increased notably in growgdtér the first immunization, to reach 8.2
on day -62. The SI dramatically decreased 7 wedter #he last immunization, which

corresponded with the infection challenge day, wad similar to SI observed in control group
2. Sl increased after challenge exposure, albesgudarly, in both vaccinated and control
guinea pigs. In non infected animals from groupS3,remained at a basal level (<1.5)
throughout the experiment (data not shown). Comalde variations were observed in a given

group depending of the subgroup.
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fig. 3 : Lymphoproliferative response (mean Stintiola Index (Sl) + / - standard error
of the mean) to r-MEP3 in vaccinated (group 1) aoatrol (group 2) guinea pigs. V :
vaccination ; C : challenge infection

DISCUSSION

Vaccination with r-MEP3 induced high antibody t#erand primed cell-mediated
immunity ; nevertheless, it didn't confer protentid'his result could have been influenced
either by the properties of the immunogen itselfbp the vaccination protocol, including the
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adjuvant. In addition, the challenge infection t@hvguinea pigs were subjected might be too
vigorous to be eliminated by the immune respondedad by the vaccine. Indeed, it has been
shown that anti-dermatophytic immunity is relatared can be overcome by sufficient doses of
infecting spores [22].

Although specific antibodies are effectively proddcin M. canis[23,24] and other
dermatophytic infections, no correlation has bediseoved between antibody titers and
recovery from the disease. This apparent unimpbrtale of humoral immunity in the
elimination of dermatophytic and other fungal infens can be explained by the coexistence of
protective and useless or even blocking antibodirespolyclonal immune sera [25-27].
Protective antibodies probably act by enhancing@t@nmmunity, for example by promoting
phagocytosis [26]. Similarly, the strong antibodgponse induced by r-MEP3 vaccine could be
irrelevant or even detrimental with regard to pctits. In this regard, it would be relevant to
test the inhibiting properties of specific antibeglion the keratinolytic activity of the enzyme.
Furthermore, the production of some Ig subclasesems to be prejudicial to the development
of protective immunity. Indeed, high titers of sgiecantibodies of the IgE subclass were
associated with chronic or recurrent dermatophgtasd with a poor cellular immune response
[28]. It would therefore be of interest to determispecific IgE titres induced by candidate
vaccines, as production of IgE was shown to be etlykinfluenced by the dose of immunogen
[29].

The induction of a cell-mediated immune responseoissidered to be of paramount
importance for the elimination of a dermatophytidection as well as several other fungal
diseases. Lymphocyte transfer from infected to enaimice was protective againdt.
guinckeanumnfection, whereas serum transfer was not [30Jcdts [23, 31-33] as well as in
humans [34,35], specific lymphocyte blastogenest Relayed Type Hypersensitivity (DTH)
reactivity at skin testing are associated with vecp of dermatophytic disease and with
subsequent protection. Furthermore, DTH reactioms @ytokine profiles observed in humans
indicate that protective immune response is of thé-type [36,37]. In agreement with these
observations is the fact that neither of the vaexitested in cats was able to induce a significant
cell-mediated response, while specific antibodgrsitincreased markedly with all vaccination
protocols tested [11-13]. In contrast, partial ®8scin guinea pigs were associated with the
stimulation of cellular immunity [7-9]. In our styd the significant lymphoproliferative
response induced by vaccination showed that r-MEPable to stimulate cell-mediated
immunity. Nevertheless, this response had retutaexdlow level at the moment of challenge.

These results suggest that cellular immune respodseed by the vaccine was short lived and
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could have been insufficient to protect guinea pigainst challenge. However, the reactivity of
peripheral blood T helper cells was assessed ¢mlgrder to specify the precise type of cell-
mediated response induced by the vaccine, it wbaldelevant to determine which cytokine
profiles are elicited by reacting lymphocytes, amuich cell types are locally attracted after
challenge infection.

The choice of r-MEP3 as a vaccine candidate wasehabased on the immunogenic
character of MEP3 [17]. However, it was previouslyown that r-MEP3 was markedly
glycosylated, whereas native protease was not (Bropersonnal communication). Sugar
moieties beared by r-MEP3 could influence the imentesponse induced by the vaccine, by
impeding antigen processing, shielding epitopes,oorthe contrary creating novel and
irrelevant antigenic determinants [38]. Finallyh@h immunogenicity is not systematically
associated with protective ability, and can everhaese subsequent infection. Such
observations were made for instance by Bronwiral. [39], who used a 70 kDa HSP (Heat
Shock Protein) fron€andida albicanss a vaccine immunogen in a mouse model.

The apparent lack of protective properties of r-NERould be interpreted with caution;
indeed, it is also possible that the vaccinatiartqool used was not optimal. Namely, the effect
of the adjuvant plays an essential role. Freunddsnflete Adjuvant is known to stimulate
strong cell-mediated responses; however, it equatiyces high antibody titers, and it was
shown to generate a non-polarized cytokine prefitd at least some immunogens [40]. That is
in accordance with the strong humoral responsereédan this study. Consequently, it would
be judicious to test new generation adjuvants shiatulate Thl responses in a specific manner
[41].

It comes out from this study that the developmértroeffective subunit vaccine against
M. canisinfection will probably not be feasible withoutteorough knowledge of the intricate
immunologic mechanisms that lead to protection. drlammunogens, as well as cells and
mediators involved in protective response, sho@durther investigated. This would allow a
rational choice of the adequate antigens or epstoged of the optimal vaccination protocol,

including the adjuvant preparation.
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ETUDE 2: ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES GENES DE
DIPEPTIDYL PEPTIDASES DE MICROSPORUM CANIS; ETUDE DE LEUR
EXPRESSION IN VIVO ET IN VITRO. PRODUCTION DES PROTEASES SOUS
FORME RECOMBINANTE, ET ETUDE DE LA REPONSE IMMUNE C ELLULAIRE
CUTANEE ENVERS LA DIPEPTIDYL PEPTIDASE V DE M. CANIS
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Summary

Dermatophytoses caused Blcrosporum canisare frequently encountered in cats and
dogs; they are highly contagious and readily trassiole to humans. Endoproteases secreted
by this fungus were shown to play an essential irolthe digestion of keratinized structures,
whereas no exoproteases were characterized tard#tes species. In this study, two unique
genes respectively coding for dipeptidyl peptidapésand V (DPPIV and DPPV), were
isolated and characterized. Both proteins shareoklmgy with serine proteases of the S9
family, some of which displaying properties compki with implication in pathogenic
processes. Both genes are expresseslivo in experimentally infected guinea pig and in
naturally infected cat, and their expression isatiyeincreased when the fungus is grown on
extracellular matrix proteins as the sole nitrogemd carbon source. DPPIV and V were
produced as active recombinant proteases in th& R&hia pastoris The apparent molecular
weight of rDPPV is 83 kDa, whereas rDPPIV appeara doublet of 95 and 98 kDa. Like other
members of its enzymatic subfamily, rDPPIV has whesual ability to cleave Pro-X bonds.
This activity doesn’t enhance the solubilizatiorkefatin by fungal secreted endoproteases, and
the protease probably acts solely on small solpefgides. RDPPV showed no ability to induce
DTH skin reactions in guinea pigs, what is surpgsgiven the known immunogenic properties
of homologous proteins. In conclusidv, canisDPPIV and V, which are potentially involved
in keratinized substrate digestion as well as medi host-pathogen interactions, have been
characterized at the molecular level and produserteombinant proteins; the latter could be

valuable tools for further functional studies of ghroteases.
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Introduction

Microsporum canigs responsible for superficial mycoses primarilfjeefing cats and
dogs, but contagious to other animal species arinoans. As a dermatophyte, it exclusively
invades keratinized tissues likeratum corneumhair and nails, and rarely infects dermis and
subcutaneous tissues. Like other fungi of this grats ability to obtain nutrients from a
complex and insoluble protein network is conferted a collection of secreted proteases
thought to act in cooperation to digest hard keratto assimilable nutrients. Among these
proteases are endoproteases, mainly representedobfamilies of 3 subtilases (SUB) and 5
metalloproteases (MEP), respectively from the S8 Bi86 protease families (Broutt al,
2002; Descampest al, 2002), and which probably reflects the speciéibraof dermatophytes
in the utilization of keratinized substrates (Jamsst al, 2004a, b). Among thenM. canis
SUB3 and MEPS3 are expressedvivo and proved to be highly keratinolytic (Mignen al,
1998a, b; Brouteet al, 2001). Moreover, inhibition studies showed teach of the two
dermatophytic enzyme families was responsible fopraximately one half of the fungal
secreted proteolytic activity (Mignaet al, 1998b; Joussoet al, 2004a).

Secreted exopeptidases were also identified irdémmatophytelrichophyton rubrum
and characterized at the molecular level (Momddal, 2005). They comprise two leucine
aminopeptidases (LAPs) from de M28 family and twipegtidyl peptidases (DPPIV and
DPPV) from the S9 family. These two types of enzgmere proposed to act synergistically in
the trimming of peptides produced by endoproteabeseby producing oligopeptides and free
amino acids that could be taken up via membramspaters (Monoet al, 2005). Besides, in
Trichophyton tonsuranshe DPPV orthologue was shown to be a key elenmetita induction
of the relevant immune response, since it was &dedc with a DTH (delayed-type
hypersensitivity) skin reaction and the productioh Thl cytokines in patients that had
recovered from the infection, whereas chronicallffected individuals developed IH
(Immediate Hypersensitivity) skin reactions and a2 Tresponse towards the same protein
(Woodfolk et al, 1996, 1998; Slunet al, 1996). In the pathogenic fungusspergillus
fumigatus DPPIV and V were suggested to play roles in lagfestion of invaded tissues, and
modulation or induction of the immune response @@shiet al, 1993; Beauvai®t al,
1997a, b; Latgéet al, 1999; Hebartet al, 2002). As members of the S9B subfamity,
fumigatusand T. rubrumDPPIV share the peculiar ability to cleave Pro-Xd®, which are
known to be particularly resistant to enzymatic doygkis. In view of the characteristics of
other DPPs from pathogenic fungi, putatie canis DPPs were considered as possible
virulence factors, involved in the degradation efdtinized tissues, and in the induction of a
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DTH immune response.

In this study, the genes of a DPPIV and a DPPV wsokted using heterologous
probes fromT. rubrumand characterized. Transcription of both DPP gemas detectedn
vivo, and both were shown to be strongly induced itucetimedia constituted of extracellular
matrix proteins. Recombinant DPPIV and V were of&diin the yeasPichia pastorisand
proved to be prolyl- and alanyl dipeptidyl peptidgasrespectively. Surprisingly, purified DPPV
was not able to induce DTH skin reactions in experitally infected guinea pigs.

Materials and Methods

Strains and plasmids.M. canisIHEM 21239 was used for all experiments, exceptgene
isolation that was performed wit¥l. canisIHEM 15221 .Escherichia colLE392 was used for
the propagation of bacteriophalggMBL3 (Promega). All subcloning experiments wereiea
out usingE. coli TOP10 (Invitrogen). Isolated gene fragments weoaed in plasmid puC18
pre-digested wittfsmal (Amersham). For the expression of recombinantga®esP. pastoris
KM71 was used in combination with the shuttle veg®BICZB (Invitrogen).

M. canis growth conditions. M. caniswas initially grown on Sab plates (Sabouraud’s mex]i
2% glucose, 1% peptone). To evaluate the induatio@PPs expression, plugs of growing
mycelium from 7-day-old cultures were transferred2.5 ml of one of the five following
complex protein media, all based on MM (Minimal Ned, 0.05% glucose, 0.005% inositol,
0.001% pyridoxine, 0.001% thiamine and 2mM MgSD 28mM phosphate buffer pH 7.8):
GM (Glucose Medium, MM + 0.25% glucose), FHM (FeliHair Medium, MM + 0.5% feline
hair) (Mignonet al, 1998a, b), KM (Keratin Medium, MM + 0.25% powdeéreovine keratin,
ICN), CM (Collagen Medium, MM + 0.25% collagen, 8ig), EM (Elastin Medium, MM +

0.25% elastin, Sigma). The fungus was grown fohd@rs, at 28°C under agitation.

Gene isolation and cloning.Approximately 2x16 recombinant plaques of a previously
constructedVl. canisAEMBL3 genomic library (Broutaet al, 2002; Descampst al, 2002)
were immobilized on nylon membranes (GeneScreem NiEe Science Products). Filters were
hybridized with two*?P-labelled DNA probes under low-stringency condisipas described
earlier (Descampst al, 2002). The probes were obtained by standard ARCR mubrumcDNA
(kindly provided by Prof. Michel Monod, Dermatolqgg@HUV Lausanne, Switzerland), using
PCR Core System | kit (Promega). The first one ded in a 1250 bp (base pair) fragment of
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theT. rubrumDPPIV gene (GenBank accession no. AY497021), araglivith primersP1 and
P2 described in table The second one was a 1000 bp fragment offtheibrumDPPV gene
(GenBank accession no. AF407232), amplified wittmprs P3 and P4 (Table 1). Random
labeling of the probes was performed with*fP]-dATP (Amersham Pharmacia Biotech) and
the Prime-a-Gene Labeling System (Promega), foligmmanufacturer’s instructionghe
membranes were exposed to an X-ray film, after somin washes at 38°C in a washing
solution bath (2 x standard sodium citrate, 1% wodidodecyl sulphate). Positive plagques were
picked and purified by a secondary screenBacteriophage DNAs were isolated using a kit
(Lambda Mini Kit, Qiagen); enzyme-restricted DNAgm subjected to Southern blotting and
hybridization, following standard procedures (Samoliret al, 1989). Hybridizing fragments
were subcloned in plasmid pUC18 and sequenced (GIGupement Interfacultaire de
Génomique Appliquée, University of Liege, Belgiurljomologous sequenceédentified by
BLAST searches were compared with isolated genaese®s using MultAlin and GeneDoc

softwares.

Screening for paralogues.M. canisgenomic DNA was extracted following the method of
Girardin and Latgé (1994). Enzyme-restricted DNAsvaibjected to Southern blotting and
hybridized with two probes corresponding to theirenDPPIV and DPPV M. canis genes.

These probes were amplified from bacteriophagesaoung the isolated genes, with primer
pairs P5-P6 for th®PPIV-basedprobe, and P7-P8 for ti@PPV-based probe (Table 1). The

latter primers were designed on the basi$.alibrum DPP\sequence.

Experimental infection of guinea pigs.Female specific pathogen-free guinea pigs of the
Dunkin Hartley strain (B & K) were used fdvl. canis cutaneous infection, essentially as
described by Van Cutsem (1989). Briefly, myceliuonaped from 8-day-old Sab plates and
suspended in a honey:water (1:2 vol/vol) mixtures\aaplied on a 16 cirback skin surface
previously clipped and scarified. Each guinea pig\infected with T0CFU (Colony Forming
Units). Non infected control guinea pigs were exgubto the same procedure, exctyat the
honey:water mixture did not contain any fungus. iRorivo detection of DPPs expression, two
3-month-old guinea pigs were infected. For skirtingsexperiment, 15 one-year-old guinea
pigs were used. Twelve of them had been infectad months earlier for the needs of another
experiment and were reinfected; three other one® wever infected. Animal experiments

were approved by the local ethic committee (Uningisf Liege).
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In vivo detection of DPPs mRNAs by nested RT (Reverse Transcription)-PCRInfected
hairs, fluorescent under Wood’s lamp, were pluckesn the two experimentally infected
guinea pigs, and from one naturally infected adalt of the European breed. Non infected
hairs, collected in a distant body site with regéwdthe infected sites, served as negative
controls. Hairs were ground under liquid nitrogeithwa mortar and pestle, and RNA was
extracted from hair lysate using RNeasy Plant Mini(Qiagen). On-column DNase digestion
was performed with RNase-Free DNase Set (QiadgRA was eluted in 60 pul water, and 5 pl
of the obtained solution were used as templat&kidiPCR (45 cycles) using Access RT-PCR
System (Promega) and the primer pairs P9-P10 (DPBIVP11-P12 (DPPV) (Table 1).
Reverse transcriptase was omitted in control reastiThe crude reaction product (5 pul) was
then used as template in a standard PCR (35 cyales)g the PCR Core System | kit
(Promega), and interngrimers P13-P14 (DPPIV) or P15-P16 (DPPV) (TableEXpected
length of the amplicons was of 584 bp and 510 bfPIV and DPPV, respectively.

Evaluation of DPPs transcription levels on protein media by real timeRT-PCR. For the
five tested media, mycelium from three culture iegiks was harvested and ground under
liquid nitrogen. RNA was extracted using InstaPteagent (Eurogentec) and converted to
cDNA with iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) aftddNase treatment (RQ1 RNase free
DNase, Promega)Real-time PCR reactions were assembled with gPCRtévtaix Plus for
SYBR Green | kit (Eurogentec) and submitted tofti®wing protocol in a iCycler (Bio-Rad):

2 min at 50°C, 10 min at 95°C, and 45 cycles 06&& at 95°C, 20 sec at 60°C, 40 sec at 72°C.
M. canisactin was used as the normalizer gene. Primes pdi7-P18, P19-P20 and P21-P22
were used for the detection of DPPIV, DPPV andnagielding amplicons of 118, 137 and 282
bp, respectively (Table 1). All assays were pertann duplicate. Specificity of each reaction
was confirmed by agarose gel electrophoresis andebfprming a melting curve. Results in
terms of cycle thresholds were converted in folctinaexpression using the*2°* method, and
then expressed as folds expression with regardpeession in GMMethod was validated by
assaying serial dilutions of a series of samples.

Production of recombinant DPPs inP. pastoris and purification of recombinant DPPV.
Complementary DNAs (cDNAs) ddPPIV andV were amplified with primer pairs P23- P24
(DPPIV) and P25-P26 (DPPV), excluding sequencesgoir the signal peptides (Table 1).
DPPV cDNA was amplified by two-step RT-PCR using iScigi@tNA synthesis kit (Bio-Rad)
andPfu DNA polymerase (Promega); template RNA was ex¢i@etith RNeasy Plant Mini Kit

(Qiagen), from a sample of mycelium grown in FHIPPIV cDNA was amplified by means
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of Pfu polymerase from recombinant pUC18 containing twatedDPPIV gene, because
target fragment was devoid of introns. The comparisetween cDNA and genomic sequences
was performed following sequencing of both cDNA3G&). DPPIV andV cDNAs, as well as
the shuttle vector pPIGB, were digested witikhol andNotI. Each cDNA insert was ligated
into the vector with T4 DNA ligase (Invitrogen) iorder to obtain pPICaB-rDPPIV and
pPICZuB-rDPPV. Bacteria transformed with ligation reaction weceeened by performing and
analyzing plasmid mini-preparations (Nucleospin sRiml kit, Macherey-Nagel). Both
constructions were then subjected to sequencingARI P. pastoriswas electroporated
(GenePulser, Bio-Rad) with pPIGE, pPICZB-rDPPIV or pPIC4B-rDPPV, using
recommended parameters for this species. Electtgmbryeasts were grown on a medium
supplemented with 1 M sorbitol (YPDS, EasySeleathRi expression kit user manual,
Invitrogen). In order to check the transformants tlee integration of transforming cDNA,
yeasts were submitted to DNA extraction using HRjlre PCR Template Preparation Kit
(Roche), after prior grinding under liquid nitrogéransforming constructions were amplified
from genomic DNA with PCR Core System | (promegafl primers 3’AOX1 and 5’AO0X1
(Invitrogen), shown in Table 1. The production ecombinant proteases was induced as
previously described (Broutat al, 2002). Culture supernatant Bf pastoriswas dialyzed
against 20 mM Tris-HCI pH 8.6, and load on a Q-Héphmrose column (Amersham
Biosciences). The flow-through fraction was colettand concentrated with an Amicon

ultrafiltration cell (Millipore) using a filtratioomembrane with a size threshold of 30 kDa.

Enzymatic assaysP. pastorisculture supernatants containing rDPPIV or rDPPW anre
DPPV, were tested for enzymatic activity using pesa-nitroanilide pNa) peptide derivatives
as substrates, i.e. Gly-Ppa (Sigma) and Lys-AlgNa (Bachem), and Keratin Azure
(Sigma). Tests witlpNa derivatives were performed at 37°C in 96-wehlt@s, in 200 pl
Phosphate Buffered Saline (PBS) containing 0.5 mibkgate. Serial dilutions of the analyzed
samples were tested, and a no substrate blankavap $or each reaction. Absorbances at 405
nm were measured at several time points duringatimhase of enzymatic kinetics with a
Multiskan RC spectrophotometer (ThermoLabSystefszymatic activities were expressed in
pmol of hydrolyzed substrate per hour and per pgrofein. Tests with Keratin Azure were
carried out in 1 ml samples containing 4 mg subs@aad supplemented with 1% dithiothreitol.
After 20 h mild agitation at 37°C, tubes were cémgged and absorbance of the collected
supernatants was measured at 595 nm. Keratinalgticities were expressed in arbitrary units

(V), one unit corresponding to an increase of 0.804orbance units over 20 hour incubation.
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All Keratin Azure tests were performed in triplieat

In order to evaluate the contribution BF. canisDPPIV in the keratinolytic activity
secreted by the fungus, Keratin Azure tests werpeed in the above conditions with culture
supernatant of the fungus grown in FHM, KM or CM b days. Samples were added with
100 uM Lys-[Z(NO2)]-pyrrolidide (Bachem), a specilDPPIV inhibitor; keratinolytic activity
from samples with or without inhibitor were compareCulture supernatants were shown
beforehand to contain activity towards Gly-Riga, that could be inhibited by 99% by 100 pM

inhibitor. In all inhibition tests, samples wereeprcubated for 1 hour with the inhibitor.

Evaluation of DPPV immunogenicity by skin testing m guinea pigs. Skin tests were
performed 30 days after experimental infectionl@rinfected and 3 non infected guinea pigs.
Tested antigens were DPPV (4 pg per site) and @edvl canisexoantigen (10 pug per site)
previously shown to elicit DTH skin responses innga pigs followingM. canisinfection
(Mignon et al, 1999). Both antigens were heat-inactivated ajetiad intradermally in 100 pl
of 50 UM ammonium bicarbonate. As a negative cantiach guinea pig received 100 ul of the
ammonium bicarbonate solution. Each injection waggomed in duplicate, on the flanks of
the animals. DTH response was evaluated by subgeassessing of the inflammatory reaction
at the injection sites, and objectivated by meaguthe increase in skin thickness 24 h after
injection with a micrometer gauge. Results wereresged as group mean values of individual
mean increases in skin thickness. The Mann-Whiugst was used for statistical comparison

of the results between the infected and non infegteups.

Results

Isolation and characterization of M. canis DPP genes.The M. canisgenomic library was
screened with a 1250 bp probe frdm rubrum DPPIV. Restriction enzyme analysis of the
hybridizing phages and Southern blotting with tlane probe yielded a single 6 Kra |
fragment containing hybridizing DNA. The fragmenasvsubcloned into pUC18. Sequencing
and sequence analysis revealed a long open refdimg (ORF) of 2394 bp, with a single
intron after a first exon of only 6 bp. Moleculanazacteristics 0DPPIV are summarized in
Table 2. The deduced amino acid sequence displajgrdficant sequence homology to
proteases of the S9B subfamily, i.e. the DPPIV sy among serine proteases, and the gene
was named. canis DPPIV(Genbank accession no. DQ286524). Representatamames of

amino acid sequence alignments and percents igisimiilarity are shown in figure 1 and table
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3a, respectively. The sequence contained the tatatsiad Ser-Asp-His in the order
characteristic for the S9 family, localized in tketerminal part of the protein, and the
conserved motif around active serine proper to S@Bfamily. M. canis DPPIV sequence
aligned with a series of fungal, yeast, bactenqmftozoan and mammalian proteases, and
displayed very high homology to other dermatophBirRPIV.

Screening of the genomic library with the 1000 lopbye fromT. rubrumDPPV led to
the isolation and analysis of a 1.4 kb and a Bikid 11l fragments, each containing one part of
a 2435 bp ORF comprising four introns, and homalsgim proteases of the S9 subfamily; the
gene was namedl. canis DPPV(Genbank accession no. DQ286525). The deduced gene
product also contained the catalytic triad of tlef&mily, but could not be assigned to any
subfamily on the basis of the conserved motif adocatalytic serine. Molecular characteristics
of DPPV are summarized in Table 2. Amino acid saeqaelignments are presented in figure
1, and percents identity and similarity are shownTable 3b.M. canisDPPV showed high
homology toT. rubrum and A. benhamiaeDPPV, to A. fumigatusDPPV, and to alanyl
dipeptidyl peptidases from several organisms.

Southern blotting of enzyme-restrictdd. canis genomic DNA, and subsequent
hybridization with probes corresponding to full ggimM. canis DPPIVandV, did not allow the
identification of paralogues for these two genes.
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Amplification of heterologous probes fromrubrum

P1
P2
P3
P4

ATGAAGCTCCTCTCGCTACT
GAGACAGAGTAGACGTGTCG
CCAAATCTGTCCTCATCAGC
CTAGTAGTCGAAGTAAGAGT

Amplification of autologous probes

P5
P6
P7
P8

CCGCTCCAGCCCGGCATGAAG
CATTCCTCTGCCTCTTCGCC
ATGGCAGCAGCCAAATGGTTGATTGCCTCC
TAGTAGTCGAAGTAAGAGTGAGCCTCATGGTC

In vivodetection of DPP mRNAs

P9

P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16

TCATTCCTCTGCCTCTTCGCC

CCGCTCCAGCCCGGCATGAAG
GTTGTTGTTGCTCGAGAAAAGATTCACCCCAGAGGACTTCATC
GTTGTTGTTGGCGGCCGCCTAGTAGTCGAAATAAGAGCC
GCCATCCTCAAGGTTGATAC

ACGTATTCAAGCTCTGGGTC

GATGACATCACCAACGACTG

CCTTGCAATCCGAAAGCTTG

Evaluation o DPP genes induction by real time RT-PCR

P17
P18
P19
P20
P21
P22

TCCCAGAGCTCCACCCT
CGACGATGGGGCGAGAGC
GGAAGGAAGTTCAAGGCTCTC
CCATCGGTCGTAGTTCTGACG
ATGAAGTTCCTCTCGCTTCTTC
GGACACACTCCTTGTAGGTC

Amplification of DPP cDNAs for the production ofo@mbinant proteases

P23
P24
P25
P26

GTTGTTGTTGCTCGAGAAAAGAATTGTGCCCCCGCGTGAGCC
GTTGTTGTTGGCGGCCGCTCATTCCTCTGCCTCTTCGC
GTTGTTGTTGCTCGAGAAAAGATTCACCCCAGAGGACTTCATC
GTTGTTGTTGGCGGCCGCCTAGTAGTCGAAATAAGAGCC

Screening oP. pastorigransformants

3’AOX1
5’A0X1

GCAAATGGCATTCTGACATCC
GACTGGTCCAATTGACAAGC

Table 1: Sequence of oligonucleotide primers$8’) used in this study.
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DPPIV DPPV
Gene length (coding sequence, base pairs) 2394 2435
Number of introns 1 4
Signal cleavage site (amino acid residues number) 5-161 19-20
Pro- sequence No No
Membrane anchoring No No
Mature protein length (amino acids) 775 726
Theoretical MW of mature polypeptidic chain 86.3 .78
Calculated pl 6.30 6.84
Number of putative N-glycosylation sites 5 6
Genbank accession no. DQ286524 DQ286525

Table 2: Molecular characteristics deduced frdfin canisDPPIV andDPPV genomic sequences.

(a)

(b)

% identity % similarity
Trichophyton rubrunDPPIV 90 96
Aspergillus fumigatuBPPIV 62 78
Aspergillus oryza®PPIV 59 75
Aspergillus fumigatudapB 29 44
Human CD26 28 46
Saccharomyces cerevisiB¥°*’APB 29 45
Porphyromonas gingivaliBPPIV 25 43
Trypanosoma cruzic80 10 24
Microsporum caniDPPV 11 24

% identity % similarity
Trichophyton rubrunDPPV 90 96
Arthroderma benhamiaBPPV 90 96
Aspergillus fumigatuBPPV 59 74

Table 3: Percent identity and similarity betwelh canisDPPIV (a) or DPPV (b) and homologous proteins.
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Figure 1: Alignment of C-terminal part of DPPIV and DPPV whbmologous proteins. McDPPIWicrosporum
canisDPPIV; AfDPPIV: Aspergillus fumigatu®PPIV; CD26: mammalian CD26 receptor or DPPIV; PEDP
Porphyromonas gingivali©PPIV; McDPPV: Microsporum canisDPPV; Tri r 4: antigen 4 or DPPIV from
Trichophyton rubrum AfDPPV: Aspergillus fumigatu®PPV. Catalytic residues are indicated by arrows, and
conserved motif around catalytic serine is frani&ldck shaded residues are identical, while greyistiaones are

homologous.
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In vivo detection of DPPI'V and DPPV mRNAs. Amplicons of the expected size (584 and 510
bp for DPPIV andV, respectively), were detected in both experim@ntafected guinea pigs

and in the naturally infected cat, demonstratiregrhvivo expression oM. canis DPPsn these

two species.

Evaluation of DPPs expression levels on protein medidzungal growthwas obtained on all

the five tested medidDPPIV and DPPV mRNAs were detected in all analyzed samples.

Expression level of botBPP genes was strongly increased wivkncaniswas grown on FHM,
KM, CM or EM comparatively to GM. Level of DPPs mRNvas at least tenfold the level

measured on GM, with the highest levels recorde&Mn(Figure 2). A strong upregulation of

both genes was also observed when the fungus veasgn 50 ml medium for two weeks

(data not shown); however, expression levels wegbklyvariable between replicate cultures,

probably because of the variable growing stagesheshby the fungus after long-term culture.

300
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Transcription level
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B DPPV
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Figure 2: Induction levels oM. canis DPPson
complex protein media, measured by real time
RT-PCR (+/- Standard Error of the Mean). GM:
glucose medium; FHM: feline hair medium; KM :
keratin medium; CM: collagen medium; EM:
elastin medium.

Production of recombinant proteases and activity opNa substrates.Culture supernatant of

P. pastoris was harvested after 5 days induction. After SDSEA electrophoresis,
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recombinant DPPIV (rDPPIV) appeared as two band®9®fand 98 kDa ; rDPPV MW
(Molecular Weight) was of 83 kDa (figure 3a). Givéme theoretical MW of polypeptidic
chains encoded by the corresponding genes (86.3&idkDa), rDPPIV and V should bear 9
or 12 kDa, and 5 kDa carbohydrates, respectivalyhé case of rDPPV, that was confirmed by
N:Glycosidase F treatment (Roche Applied Scienda)a not shown). Recombinant proteases
yields were of approximately 5 pg/ml and 50 pgHnpastorisculture for rDPPIV and rDPPV,
respectively.

(a) (b)

L4 — 97 kDa — 97 kDa
et
B o

Figure 3: SDS-PAGE of recombinanil. canis DPPs. (a) right lane: control supernatant frém pastoris
transformed with parent vector. left langupernatant fron. pastoristransformed with pPICaB-rDPPIV (b)

right lane: supernatant & pastorisransformed with pPICaB-rDPPV. left lane: purifiedV. canisDPPV.

P. pastorisculture supernatants contained DPPIV or DPPV dgtias assayed with
Gly-PropNa and Lys-AlapNa, respectively. Under the same culture conditiovikl-type P.
pastorisdidn’t produce any DPPIV or V activity (data ndiosvn). Specific activity in culture
supernatants of rDPPIV towards Gly-RmeA and Lys-AlapNa were of 0.03 and 0.02
pmol/h/ug, respectively; those of rDPPV against-BAlapNa was of 0.14 pumol/h/ug total
protein. Purified rDPPV showed an activity towatds-Ala-pNa of 0.25 pmol/h/ug protein,
and has no activity towards Gly-Ppdda. Recombinant DPPIV activity in culture supernata
was inhibited by 88% with 5uM Lys-[Z(NO2)]-pyrrolike, and by 99% with 100 uM of the
inhibitor.

Enzymatic assays with Keratin Azure.Recombinant DPPIV and V in culture supernatargs, a
well as purified DPPIV, showed no keratinolyticiaity. Mean keratinolytic activities of FHM,

KM and CM supernatants were equal to 707, 434 a6dLB respectively. These values did not
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differ significantly from those obtained with spiciDPPIV inhibitor.

Skin testing. Following the first experimental infection, all edted guinea pigs developed
classical ringworm lesions as previously reportdigfon et al, 1999b). The second infection
induced severe alopecia and crusting in three dgjrtige other ones showing only mild scaling
and erythema. Non infected control guinea pigs ndegeloped any lesion. Ti. caniscrude
exoantigen used as a positive control induced &ange reaction, characterized by marked
erythema and skin swelling, while rDPPV inducetlditor no cutaneous reaction. The mean
increase in skin thickness is reported for eaclugrand each antigen in figure 4. Difference
between infected and non infected animals wassttalily significant for crude exoantigen
(p=0.009), but not for rDPPV (p=0.22). No differenion skin erythema or swelling was noted
according to the symptomatic or asymptomatic characf reinfection, and no guinea pig
presented IH reaction.

@ Exoantigen O DPPV

1,2

0,8 1

0,6 1

04 [

Mean increase in skin thickness

0,2 1

Infected Non Infected

Figure 4: Mean increase in guinea pig skin thickness follgnimtradermal injection of crudd. canisexoantigen
or purified rDPPV (+/- Standard Error of the Mean}ignificant difference between infected and noiedted
animals (p=0.009).

Discussion

We have isolated two singld. canisgenes,DPPIV and DPPV, coding for secreted
dipeptidyl peptidases belonging to the S9 familygefine proteases. DPPIV was shown to be a
prolyl dipeptidyl peptidase. Both genes are exmessvivo and are strongly induced when the
fungus is grown with extracellular matrix proteissich as keratin, as the sole nitrogen source.

Secreted recombinant DPPIV and V were obtained he yeastP. pastorisand were
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enzymatically active. Purified rDPPV induced unestpdly low DTH reactions in
experimentally infected guinea pigs, as assesseskipytests. Sensitivity dfl. canissecreted
keratinolytic activity to a specific DPPIV inhibitovas unaffected, while both rDPPIV and
rDPPV had no keratinolytic activity by themselves

Proteins related tM. canisDPPIV and V are from very different microbial angiraal
origins, and are described in pathogenic as welihason pathogenic microorganisms. For
example M. canisDPPIV is homologous to DPPI¥om the non pathogenic fungés oryzae
which plays an important role in the productiordgdieptides and free amino acids from proteic
substrates during food fermentations (Douretaal, 1998; Byunet al, 2001); remarkably, the
two proteases share exactly the same particuleongxon structure with a single intron and
the first exon being only 6 bp long. The functidnvb canisDPPs could thus be related to fine
digestion of keratin degradation products. Thiswd a universal function in the digestion of
peptides is reinforced byhe observation that isolatedPP genes are also inducible on
Sabouraud’s medium, which is a peptone-based me(limpublished data). Furthermore, the
release of soluble peptides from Keratin AzureMhycanisculture filtrate containing DPPIV
activity was insensitive to a specific DPPIV inlidyj what suggests that the enzyme action on
keratin, if any, occurs downstream to the endojps®eaction. However, disruption of the
oryzae DPPIVgene and subsequent abolishing of all secretedylpdppeptidyl peptidase
activity did not impair fungal growth on a wheatugn-based broth, albeit a proline-rich
substrate (Doumast al, 1998). It is thus possible thit. canisDPPs, or at least DPPIV, are
non essentialn vitro; this idea is also supported by the very low DPRIMI V activity
measured in all the tested culture supernatants wbmpared to specific activity of secreted
subtilases (data not shown). In addition, althoogst filamentous fungi seem to possess an
intracellular DPPIV-like protease, assumed to beolved in protein maturation, some non
pathogenic species are merely devoid of secretd@él\DRJalvinget al, 2005); interestingly, it
is the case of at least oAspergillusspeciesA. niget.

On the other hand, several proteases homologoi. twanisDPPIV were definitely
involved in pathogenic processes, or have propeigggesting a specific rola vivo in
infection. It is the case oA. fumigatusDPPIV, which cleaves several biological peptides i
virtue of its Pro-X peptidase activity, and can dito fibronectin (Beauvaist al, 1997b).
Furthermore, mammalian DPPIV, the CD26 marker,@pgtes in numerous physiological and
pathological processes, both as an enzyme andraseptor (Boonacker and Van Noorden,
2003). Noteworthy, it is able to activate or inaate chemokines and cytokines (Bauwetisl,

1992; Mentlein, 1999). In the bacteriuRorphyromonas gingivaljsresponsible for human
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periodontitis, DPPIV has proved to contribute dinedo bacterial virulence, through the
destruction of collagen in combination with hosbtpases, the decrease of inflammatory cells
mobilization, and the participation in adherencefibwonectin (Kumagaiet al, 2000, 2003,
2005; Yagishiteet al, 2001). Additionally, in pathogeniStreptococcuspp., strains that are
deficient for an extracellular prolyl dipeptidyl pedase from the S15 family showed attenuated
virulence (Rigoleet al, 2005). Direct participation in pathogenesis wis® a@emonstrated for
several protozoan exoproteases from the S9 farfoityexample, enzymatic activity of prolyl
oligopeptidase Tc80 froMrypanosoma cruis necessary for host cells invasion (Basbal,
2005). Taken together, these observations sudgaisDPPIV inM. canisand other pathogens
could have evolved to play specialized ratesivoin the host-pathogen relationship.

We showed that botM. canisDPPs are expresseu vivo, in experimentally infected
guinea pig and in naturally infected cat. This ¢ibutes basic support to the view that these
proteases are potential virulence factors. In amdiDPP genes are strongly induced when the
fungus is cultivated on a medium containing exttata matrix proteins, in the form of feline
hair, powdered keratin, elastin or collagen. Thigports the role played by DPPs as part of the
dermatophytic secreted proteases battery allowiagcboperative degradation of cell cornified
envelope (Monoct al, 2005).DPPsupregulation on collagen or elastin medium likedftects
a more general gene derepression whenever compéins are the only carbon and nitrogen
source. Similarly, expression of thBPPV gene from the dermatophyt&richophyton
mentagrophytess inducible by keratin and elastin (Kaufmat al, 2005). These authors
reported induction levels far lower than those fritv present study; although these differences
could be linked to the experimental conditions,yttean also be related to behavioural
differences among dermatophyte species.

There is now a considerable body of evidence thit [h response to skin testing is
the hallmark of a protective immune response agdesnatophytosis. In this study, only slight
or absent DTH skin reactions were observed in mspdoM. canisrDPPV. This contrasts
with results obtained iff. tonsuransfor which native DPPV was shown to be a major DTH
inducer (Woodfolket al, 1996). However, the recombinant formTofrubrumDPPV, produced
by P. pastoris also failed to elicit DTH reactions in previoushfected individuals (Woodfolk
et al., 1998). As it is rather unlikely that so differemimune responses are elicited by highly
homologous proteinases, the most probable exptanatithat the recombinant form of DPPV,
contrary to the native form, doesn’t bear the ratgvl-cell epitopes. In the bacteriBnucella
melitensis a similar phenomenon was reported with a riboabpiotein, which lost its DTH-

eliciting properties when injected under a recorabinform obtained irEscherichia coli
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because of a lacking post-translational acylatiBachrachet al, 1997). In the case of
dermatophyte DPPV, since a yeaspression system was used, it is reasonable talptesthat
the immunogenic properties can be altered by imgraglycosylation, a post-translational
protein modification influencing recognition andpessing of T cell epitopes (Engelhaitcl,
2006).

In conclusion, twadM. canissecreted exoproteases, which add to the rangete#qbytic
enzymes thought to be complementary tools for tigestion of hard keratinized structures,
have been characterized at the genetic level. Giheir enzymatic properties and their
homology to putative or proved virulence factoreyt could also have specialized functions in
host-fungus relationship. Availability of gene amdRNA sequence will allow precise
elucidation of their roles through gene inactivatiavhile recombinant DPPIV and V will be
valuable tools for further study of enzymatic, bimgJ and immunological properties of both

proteases.
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ETUDE 3: MISE AU POINT DUNE TECHNIQUE
D'INACTIVATION GENIQUE PAR L'ARN CHEZ  MICROSPORUM
CANIS. CONSTRUCTION DE SOUCHES DEFICIENTES AU NIVEAU DE
LA DIPEPTIDYL PEPTIDASE IV DE M. CANIS, ET DE SOUCHES
DEFICIENTES AU NIVEAU D'UNE SUBTILASE KERATINOLYTIQ UE
DE 31,5 kDa (SUB3)
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Summary

Dermatomycoses caused Bycrosporum canisare frequent in domestic animals and
easily transmissible to humans. Several protease®ted by this fungus were identified as
potential virulence factors, but the constructidndeficient strains is required to investigate
their role in the pathogenesis of the disease.dJsirget genes encoding two of these proteases,
a first evaluation of the utility of RNA-mediatedlesicing as a reverse genetic tool in
dermatophytes was carried o®JUB3and DPPIV, respectively coding for a subtilisin and a
dipeptidyl peptidase, were both down-regulatedp®ans of two plasmid constructs designed
to express a RNA hairpin that corresponds to plathair respective sequence. The degree of
attenuation was evaluated by enzymatic assay dfdinseformants culture supernatants, and by
real time RT-PCR. Enzymatic activities and exp@sdevels varied from less than 5% to
100% of that of control transformants obtained vatsmid without hairpin inserts. Inhibition
was globally more efficient foBUB3than forDPPIV. These results show that RNA silencing
can be used for functional genomicsMin canis and particularly to circumvent the limits and

technical difficulties of conventional disruptiorethods.
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Introduction

Dermatophytic infections with the ascomycetéicrosporum canisare common
contagious skin mycoses in cats and dogs. In additdb being a frequent and worldwide
concern in veterinary medicine, dermatophytosissedubyM. canisis also of great zoonotic
importance. To date, little is known about the pgtnesis of the infection. Proteolytic
enzymes are thought to be key factors in the iovasi keratinized structures like hair, nails,
andstratum corneumAmong them, a family of metalloproteases (Braeital, 2002; Jousson
et al, 2004a), a family of subtilisins (Descamgtsal, 2002), and two dipeptidyl peptidases
(GenBank accession nos. DQ286524 and DQ286525)beare characterized at the gene level.
However, definitive evidence of their implicatiors airulence factors would require the
construction of deficient strains.

Conventional gene disruption is widely used to lknoat genes in filamentous fungi;
however, this strategy is time-consuming and gyebdmpered by the poor efficiency of
homologous recombination in these organisms (Watlal, 2006; Nakayashiki, 2005). In
dermatophytes, the low transformation frequency ngatez et al, 1989) constitutes an
additional problem. In spite of these difficultiésnctional gene investigation by means of gene
disruption was performed ifirichophyton rubrun{Fachinet al, 2006; Ferreira-Nozawet al,
2006) andM. canis (Yamadaet al, 2006). In the latter study, homologous recomlbomat
efficiency was of 2%. An alternative method for gesilencing, RNA interference (RNAI),
could be helpful for functional gene investigatiobhis technique is based on a natural
phenomenon, by which a double stranded RNA (dsRMAlces enzymatic degradation of
messenger RNAs (MRNAS) in a sequence-specific nmaiihés post-transcriptional inhibition
pathway was first described in the nemat@senorhabditis elegang-ire et al, 1998), and
since it is known to operate in a wide variety akaryotic organisms, including filamentous
fungi. In fungal systems, assessments of the sigrability of different RNA species showed
that double stranded RNA in the form of a 500 t6A.base pairs (bp) hairpin, with a relatively
short intron-containing loop, was the more poteigger for interference (Liet al, 2002;
Kadotaniet al, 2003; Goldoniet al, 2004; Rappleyet al, 2004; Nakayashiket al, 2005;
Yamadaet al, 2007).

Hairpin-induced RNA silencing for the functionalvestigation of fungal genes has
never been utilized so far in dermatophytes. Weete#s applicability to silence two genes in
M. canis SUB3 and DPPIV. SUB3 encodes a major immunogenic and keratinolytic
endopeptidase of the subtilisin family (Mignenal, 1998a, 1999a, b; Descamgisal, 2002,
2003), and is inducible in a medium containing @irotas sole source of carbon and nitrogen.
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DPPIV encodes a dipeptidyl peptidase, which selectiveiyoves an X-Pro dipeptide from the
N-terminus of large peptides. The DPPIV proteinais analog of immunomodulatory and
tissue-degrading factors (Beauvatsal, 1997; Boonacker & Van Noorden, 2003; Yagisleita
al., 2001; Kumagakt al, 2005). In this studySUB3and DPPIV were down-regulated by
means of integrative plasmid constructs intendeexfress a RNA hairpin corresponding to a

fragment of their specific sequence.
Materials and methods

Strains and culture conditions

For plasmid multiplicationEscherichia coliTOP10 (Invitrogen) were grown in Luria-
Bertani (LB) medium, with 100 pg/ml ampicillin wheselection was requiredil. canisstrain
IHEM 21239 was used for fungal transformation. RM8ed as template to obtain gene
fragments was extracted from the fungus grown &lime hair-based medium (Mignaat al.,
1998b). Fungal mass for the production of protdplagas obtained by inoculation of 50 ml
liquid Sabouraud’s medium (Sab; 2% glucose, 1%qgregtwith a plug of mycelium grown on
S10 plates (0.2% glucose, 0.1% peptone, 0.1% Mg$RO, 0.1% KHPQO,), and subsequent
incubation at 27°C for 3 to 5 days. All newly oloidl transformants were first grown in Sab
containing 100 pg/ml hygromycin in order to confitiheir resistant phenotype. They were then
transferred in sterile distilled water for shontrte conservation at room temperature. For
subsequent analysis, pSUB3transformants were grown in 2.5 ml of a keratin med(KM,;

50 mM phosphate buffer, 0.5% glucose, 0.05 mg/rokitol, 0.01 mg/ml pyridoxine, 0.01
mg/ml thiamine, 2 mM MgS§) 0.25% powdered bovine keratin (ICN)) containirg® Jug/ml
hygromycin. PSIDPPIV transformants were grown in the same volume of $aith

containing 100 pg/ml hygromycin. All cultures wearied out at 27°C for 4 to 5 days.
Construction of silencing vectors pS1ISUB3 and pS1DPPIV

Two constructs were obtained. The first one coardaf RNA hairpin with sequences
identical to a part 08UB3 The second one coded for a RNA hairpin with sages identical
to a part ofDPPIV. In that purpose, inverted repeats were cloneal iiméé plasmid pSilent-1
(Nakayashikiet al, 2005), provided by the Fungal Genetics Stockt€refMcCluskey, 2003).
A map of each construct is shown in figure 1. Thasmid pSilent-1 carries thE. coli
hygromycin B phosphotransferase geH®K) as a selection marker in fungus transformations,

and a transcription unit drived by tAespergillus nidulangonstitutive trpC promoter, with two
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multiple cloning sites separated by an intron-ciorig spacer.

Inverted repeats ddUB3and DPPIV fragments consisted of stretches of 688 and 596
bp, respectively. They were amplified fravh canisRNA extracted with RNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen) after grinding of mycelium under ligunitrogen. RNA was treated with RQ1
DNAse (Promega) and converted to complementary D&BNA) with iScript cDNA
synthesis kit (Bio-Rad). Standard PCRs were perorn{55°C, 30 cycles) usingaq
polymerase (Promega), or iProof DNA polymerase {B&ul) when blunt-end ligation was
planned. For each gene, two pairs of oligonuclegbidmers were designed (primers P1-P2 and
P3-P4 forSUB3 primers P5-P6 and P7-P8 fDPPIV ; Table 1). Both pairs delimit the same
DNA fragment, but include a tail with different tastion sites, to ensure cloning of the two
fragments in opposite directions. PCR products weteurified with Wizard SV Gel and PCR
Clean-up System (Promega). The first fragment ohagene was simply ligated into pSilent-1
after creation of compatible ends and dephosphtoyleof the vector with Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP, Promega), using T4 DNA ligasétidigen). The second fragment®UB3
andDPPIV had to be inserted into the recombinant plasmic Iwo-step ligation, due to the
inefficiency of conventional ligation. Vector wasuble-digested witlfSpH/Stu (for SUB3J
and SpH/Bglll (for DPPIV), dephosphorylated, and joined to the digeSed| end of each
insert. Linear constructions that were obtainedewttien circularized by a second ligation,
creating the silencing vectors pSUB3and pS1DPPIV. While pS1SUB3circularization was
blunt-end, pSIBPPIV was first digested wittBglll. Intermediate and final vectors were
propagated inE. coli, purified by plasmid mini-preparations (Nucleospiiasmid Kit,
Macherey-Nagel), and checked by a series of réstiaigestions followed by agarose gel
electrophoresis (data not shown).
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Figure 1 : Map of the constructions used for SUB3 and DPPIV down-regulation. Inverted repeats
of SUB3 and DPPIV fragments are shown on both sides of the spacer segment constituted by an intron
from the Magnaporthe oryzae cutinase gene (CUT). They are flanked by the trpC promoter (PtrpC) and
terminator (TtrpC) from Aspergillus nidulans. Oligonucleotide primers used for the obtention and
detection of the constructions are represented as nhumbered arrows (see Table 1).

Transformation

Polyethylene glycol (PEG)-mediated transformatiof fongal protoplasts was
performed, with midi-preparations of plasmids (Quam Prep kit, Bio-Rad). Mycelium was
harvested on two layers of Miracloth (Calbiocheaxtensively washed with Digestion Buffer
(DB; 100 mM potassium phosphate buffer pH 5.8, l.8aCl), and finely chopped with a
scalpel blade. Cell wall was digested in portiohsl® ml DB added with 20 mg/ml Lysing
Enzymes fromTrichoderma harzianun{Sigma), under mild agitation at 33°C. Protoplasts
formation was monitored under microscope and stppden protoplasts concentration
exceeded 10per ml. Protoplasts were separated from mycebdlrid by filtration through 4
layers of Miracloth and pelleted by centrifugatimin, 1500 g). Pellet was washed in DB
and let stand for at least 10 min at room tempegattiwas then washed in cold STC buffer (10
mM Tris-Cl pH 7.5, 1.2 M sorbitol, 10 mM Cagland harvested; protoplasts concentration
was adjusted to 1 to 2.8per ml with STC. Twenty micrograms of circular pSWB3 pS1-
DPPIV or parent pSilent-1 were added to 120 ul of prasts suspension and incubated on ice
for 20 min. The suspension was mixed with 40 pp@¥% PEG 3350 (Sigma) in 10 mM Tris-Cl
pH 7.5 and 10 mM Cagland incubated on ice for 20 min; 400 ul extra PeEtion was then
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added to the suspension, which was further incdbaie ice for 20 min. Transformed
protoplasts were regenerated at 27°C on Sab ptaresining 1.2 M sorbitol (Sab Sorb), as
follows. They were poured on the plates in Soft Med(Sab Sorb containing 0.4% agarose)
and overlaid 24 hours later with Soft Medium suppated with hygromycin, to a final

concentration of 100 pg/ml.
PCR testing of the transformants

Transformants were subjected to DNA extraction stachdard PCR, in order to check
for the presence of the hygromycin resistance dkeifiH), of the hairpin-encoding construct,
and to confirm the integrity of endogenous targaias. Plugs of mycelium were digested with
Lysing Enzymes, harvested by centrifugation andgpsnded in a 0.01 M phosphate buffered
saline (PBS). DNA was purified from lysed myceliunsing High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche). PCR was performed withlr &ppolymerase (Promega). Primers P9-
P10 were used fddPH detection; primers P13-P14 and P15-P16 servechtoaimplification
of endogenouSUB3andDPPIV, respectively (Table 1). Both arms of hairpin damsts were
detected separately, using primers that hybridizeéhe spacer region (Table 1). As shown in
figure 1, primer pairs P12-P1 and P11-P3 were tsatktect arms of th8UB3construct, as
were primer pairs P12-P5 and P11-P7 for arms oDteIV construct.

Enzymatic assays on culture supernatants

As mentioned above, pSHUJB3and pS1DPPIV transformants were cultured on KM
and Sab broth, respectively. Culture supernatardgse viharvested by centrifugation. Total
protein concentration was determined using thedstahmethod of Bradford, with dilutions of
Bovine Serum Albumine as standards. For the asssgsoh SUB3 activity, 20 pl of 5 mM N-
succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-nitroanilide (AAPFpNa, Sigma) were mixed with 20 pl of
supernatant in a total volume of 200 ul. DPPIV\attiwas assayed by mixing 100 pl of 2 mM
Gly-Pro- p-nitroanilide (GPpNa, Sigma) and 100 pl of supernatant. A no sulestsktnk was
set up for each reaction. Tests were performed & .3Absorbances were measured at several
time points during linear phase of enzymatic kicgtiat 405 nm, with a Multiskan RC
spectrophotometer (ThermolLabsystems). For each rsaa@t, enzymatic activity was
calculated in arbitrary units, one unit correspogdio an increase of one absorbance unit per
minute. Specific activity was then calculated byiding enzymatic activity by total protein
concentration. Residual specific activity levelsrevebtained, by expressing specific activities

in percents with regard to the mean specific agtiof four pSilent-1 transformants. A mean
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residual specific activity was then calculated falt tested pSBSUB3 and pS1BPPIV

transformants.
Real time RT-PCR

Fungal RNA was extracted with TriPure reagent (Rycccording to manufacturer’s
instructions, mycelium samples being homogenizedrinding under liquid nitrogen. Reverse
transcription was performed using iScript cDNA $tis kit (Bio-Rad) after treatment of
RNA solutions with RQ1 DNAse (Promega). Real-timéRPreactions were assembled with
gPCR Mastermix Plus for SYBR Green | — No ROX Miufogentec) and subjected to the
following protocol in a iCycler (Bio-Rad) : 2 mirt 80°C, 10 min at 95°C, and 45 cycles of 15
sec at 95°C, 20 sec at 60°C, 40 sec at 7®%Ccanisactin was used as the normalizer gene.
Primer pairs P17-P18, P19-P20, and P20-P21 werm tosdetect actinSUB3 and DPPIV
MRNAS, respectively (Table 1); they were desigrethat they don’t hybridize within the gene
regions corresponding to inhibitory hairpins. Alssays were performed in duplicate.
Specificity of each reaction was confirmed by agargel electrophoresis and by performing a
melting curve. Results in terms of cycle thresholdse converted in folds actin expression
using the 22! method, and then expressed in percents with regaite mean value obtained
for at least two control transformants per run. ek was validated by assaying serial dilutions

of a series of samples.

89



Amplification of SUB3andDPPIV inverted repeats

P1 GTTGTTGTTGCTCGAGGCCGAGGACTTCGACTCC

P2 GTTGTTGTTGAAGCTTGAAGATACCAGCATTCTG 688

P3 GTTGTTGTTGGGGCCCCGCCGAGGACTTCGACTCC

P4 GTTGTTGTTGGCATGCGAAGATACCAGCATTCTG 688

P5 GTTGTTGTTGCTCGAGACCGTCACTCCTATTTTG

P6 GTTGTTGTTGAAGCTIGACAATCTTCTCTGTATCC 596

P7 GTTGTTGTTGGCATGTACCAACTACACCAAGCAG

P8 GTTGTTGTTGAGATCTGAACACGGTTAAAGGCAC 596
HPH detection

P9 GCTTTCAGCTTCGATGTAGG

P10 GCATCAGCTCATCGAGAGC 441
Hairpin constructs detection

P11 GGAGACTTGTTGGCCATG

P3 GTTGTTGTTGGGGCCCCGCCGAGGACTTCGACTCC 783

P7 GTTGTTGTTGGCATGCTACCAACTACACCAAGCAG 683

P12 GTGGGGACACTATTCGGC

P1 GTTGTTGTTGCTCGAGCGCCGAGGACTTCGACTCC 774

P5 GTTGTTGTTGCTCGAGTACCGTCACTCCTATTTTG 682
Confirmation of endogenouUB3andDPPIV integrity

P13 ATGGGCTGCATCAAGGTTATC

P14 CTATCTTCCACTTCCGTTGTAGAG 1402

P15 CCGCTCCAGCCCGGCATGAAG

P16 TCATTCCTCTGCCTCTTCGCC 2343
Real time PCR experiment

P17 TCCCAGAGCTCCACCCT

P18 CGACGATGGGGCGAGAGC 282

P19 GTACCATCGTTGACATCTACGC

P20 GTTCCTGGGTTCTTGATAAC 205

P21 ATGAAGTTCCTCTCGCTTCTTC

P22 GGACACACTCCTTGTAGGTC 118

Table 1. Sequence of oligonucleotide primers (5'>3’) and length of amplicons (bp). Restriction sites are

underlined.
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Results

Gene silencing itM. caniswas carried out by transforming the fungus wittegmative
plasmid constructs derived from the pSilent-1 giieg vector, which was previously developed
for ascomycete fungi (Nakayash#d al, 2005). Constructions were designed to expregopa
the target genes as RNA hairpins of 688 and 59@dysUB3and DPPIV respectively, and

bearing a loop constituted by a 147 bp intron ftbeMagnaporthe oryzaeutinase gene.

Forty-seven, forty-three, and thirty-five transf@mbs were obtained with parent
pSilentl, pSISUB3and pS1DPPIV, respectivelyAll transformants showed a growth similar
to that of the wild type strain IHEM 21239 on S&zymatic activity towards AAPBNa was
measured in culture supernatants of gRIB3transformants grown in KM. Calculated residual
specific activities were highly variable, rangimgrh 3.3% to more than 100% when compared
to the mean value for pSilentl transformants. Hmge of values obtained for residual specific
activity, with a mean of 27.8%, is shown in fig@eOnly 1 colony out of 43 reached the mean
level of the controls. Activity towards GBfNa was assayed in culture supernatants of pS1-
more than 100% of the pSilentl transformants, witimean value of 69.4% (Figure 2). Five

colonies out of 35 reached or exceeded the leveboftrols.
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Figure 2: Residual specific enzymatic activity (activity units/pg total protein) in culture supernatants of
pS1-SUB3 and pS1-DPPIV transformants. Left dark bars represent mean specific activity of control
pSilent-1 transformants, arbitrarily set to 100 (+/- Standard Deviation). Right light bars correspond to
mean residual specific activity of silenced transformants, each particular value being represented by a
point.

Gene expression levels 8UB3and DPPIV were then quantified in twelvpSilentl-
SUB3and seven pSilentDPPIV transformants, relatively to expression levels toeast two
pSilent-1 control strains. Tested transformantsewealled SSUB341 to SSUB342 and S-
DPPIV-1 to SDPPIV-7; they were selected among those that showedotlest residual
specific activities. SUB341 to SSUB3412 showed a decreased mRNA level compared to
controls, while only SDPPIV-5 among the BPPIV tested strains exceeded the level of
controls. The lowest observed values were 2% aB#b lexpression for SUB311 and S-
DPPIV-2, respectively. As for enzymatic activities, aokh range of inhibition levels was
observed. Residual expression levels are shownguref 3, in parallel with corresponding

specific enzymatic activities.

PCR detection of thelPH gene and of the hairpin constructs were positive-81UB341
to SSUB342 and 3/3 other pSRUB3transformants, as well ast3?PIV-1 to S-DPPIV-7 and
3/3 other pSIBPPIV transformants. PCR amplification of endogen@&@l$B3 and DPPIV
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complete coding sequences was performed for bateggen all these silenced transformants,

and confirmed the integrity of these genes.

O Residual expression level

O Residual specific activity

SUB3

S- S- S- S- S- S- S- S- S- S- S- S-

SUB-1 SUB-2 SUB-3 SUB-4 SUB-5 SUB-6 SUB-7 SUB-8 SUB-9 SUB- SUB-11 SUB-
10 2

SDPP-1  SDPP-2  SDPP-3  S-DPP-4  SDPP-5  S-DPP-6  S-DPP-7

Figure 3: Residual expression levels and residual specific enzymatic activities of pS1-SUB3 and pS1-
DPPIV M. canis transformants, relatively to control strains. Left dark bar represents mean specific
activity of control pSilent-1 transformants, arbitrarily set to 100.

Discussion

Here we report RNA-mediated down-regulation of tMo canis genes,SUB3 and
DPPIV, potentially involved in fungal virulence. This lielieved to be the first evaluation of
RNA silencing methodology in dermatophytes. The @ltinhibition was highly variable from
one transformant to another using the same plasoostruction. However, selected

transformants with reduced enzymatic activity shdweaeduced transcription level of targeted
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genes. The observed variability of RNA silencindvincanis regarding phenotypic effects and
MRNA depletion, is in agreement with the resultarany other comparable trials involving
fungi (Liu et al, 2002; Kadotanet al, 2003; Mouyneet al, 2004; Rappleyet al, 2004).
Variability in the degree of interference is expkxd, at least partially, by the unpredictable fate
of the transforming DNA in the fungal cell, andesiting efficiency is not correlated with the
number copies of the construct which are integratethe genome (Rappleyet al, 2004,
Yamadaet al, 2007). Results of molecular analyses of silentedjal strains suggest that
interference strength depends on the region ofjiat®n of the construct, that can be non
permissive to transcription, and by rearrangementkergone by the construct (Léti al, 2002;
Goldoniet al, 2004).

Similarly to the findings of Tanguast al (2006), who showed that transcripts levels do
not necessarily correlate with the inhibition gbaticular phenotype, no strong correlation was
observed between real time RT-PCR and enzymatimyassults. This can be explained by
slight differences in the growth stage of the tfamsants, because growth rate is difficult to
normalize in the case of slow growing fungi, sushVa canis Furthermore, ratios between
RNA level and enzymatic activity can vary duringn@al growth, e.g. RNA levels can remain

constant while active enzyme is accumulating incihiéure supernatant.

The overall inhibition was more efficient &JB3than onDPPIV. Global efficiency of
RNA hairpin-mediated silencing in filamentous fumgin vary from one silencing construct to
the other (Goldonet al, 2004; Tanguagt al, 2006).For instance, the length of the inverted
repeats or the characteristics of the spacer regiflnence the yield of highly or fully silenced
transformants. In addition, besides the fact th@anes fungi seem to lack the RNAi-like
machinery (Nakayashiket al, 2006), not all fungal species respond equallyth® same
silencing strategy (Nakayashikt al, 2005).Relation between mRNA levels and phenotypic
changes is particular to each target gene and raagecapparent variation in interference
efficacy. Each target gene is also more or lessnabie to repression, and some genes simply
cannot be silenced in this way (Frasenl, 2000). In the case &PPIV, it cannot be excluded
that a still unidentified enzyme that is secretadthie conditions of this study cleaves the
synthetic substrate used to assay enzymatic actiltitshould however have little or no
sequence homology OPPIV, since the corresponding gene was shown to haysraogue
in the M. canisgenome (manuscript in preparation), as it wag .imubrum (Monod et al,
2005). Under that hypothesis, the efficiencypéfPIV silencing would be underestimated.

A single gene fragment corresponding to a conseregin is able to interfere with the
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expression of a whole gene family (Zoraghi & Se&b&002; Miki et al, 2005) or with
multiple gene copies (Yamads al, 2007). However, studies demonstrate that siRBlAa(l
interfering RNA)-mediated silencing can be efficiedespite the presence of several
mismatches (Saxerat al, 2003; Jacksoet al, 2003). In the absence of clear knowledge of
sequence matching requirements for RNA-mediatediiidn in fungi, we didn’t design our
SUB3 construct with maximal homology to other family m@ens, nor check for possible
attenuation of otheBUBs Not less than sevedlUBgenes were found in thie rubrumgenome
(Joussoret al, 2004b) and the genome of otldarmatophyte species so far encodes the same
set of secreted proteases. Although the proteinese of each ortholog is highly conserved
across species, the level of secretion of eachneazyg species specific (Giddey al, 2007).
Therefore, the residual activity of 8JB3transformants could also be due to other sultgisi

secreted b. canisin minor amounts

RNA silencing inM. canisand other dermatophytes can offer several advasitager
conventional gene disruption or replacement. Fitstircumvents the need of homologous
recombination, which is arduous, and requires lbagking sequences. Disruption methods
also require transforming uninuclear cells, whioh @ot easily available in some dermatophyte
species, includingyl. canis By contrast, RNA-based silencing is able to iredtiee degradation
of all similar mRNAs in a multinuclear cell, eveihanly one nucleus expresses the silencing
construct (de Jongt al, 2006). Secondly, this strategy allows the ingadion of essential
genes, whose disruption would be lethal. An indigcipromoter may be used, to obtain
conditional knockdownA third advantage of the method is the possibilify achieving
simultaneous silencing of several genes with alsimgnserved fragment, avith a single
chimeric construct (Fitzgeraldt al, 2004). Therefore,RNA inhibition could be particularly

helpful in dermatophytes, which possess large @mdies coding for proteases.

A recent study (Henrgt al, 2007) showed that iA. fumigatusthe inhibitory construct
could be lost or modified over successive transf@misequently, the evolution of silencing in
M. canistransformants has to be further verified in theteghof each intended downstream
application. However, all the data presented hie@uding PCR detection of the integrated
constructs, were collected with transformants whictderwent two transfers. Indeed, all
transformants were grown a first time in liquid med in order to confirm hygromycin
resistance. Then, they were transferred in digtilater for short-term conservation and picked
from this stock for each subsequent analysis. Tihizga give a first indication about the

stability of our constructs. In conclusion, RNA-need gene silencing in dermatophytes like
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in other fungi can be used as an alternative toupi®on methods, for the functional

investigation of available and forthcoming genoreguence information.
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Chapitre 4

Présentation synoptique des résultats



1. ETUDE 1 : ESSAI DE VACCINATION DU COBAYE CONTRE LA
DERMATOPHYTOSE A M. CANIS AU MOYEN DUNE
METALLOPROTEASE KERATINOLYTIQUE RECOMBINANTE DE 43, 5
kDa (MEP3)

Un vaccin expérimental ankit. canisa été préparé en associant MEP3, obtenue sous
forme recombinante dans la leviRechia pastoris(rMEP3), a I'adjuvant de Freund. Le vaccin a
eté administré a des cobayes, par voie sous-cytdra@e fois a 15 jours d’intervalle. La
vaccination a induit une forte réponse en anticogpecifiques, ainsi qu’une réponse
lymphoproliférative envers MEP3. Toutefois, cetterrdere est apparue comme transitoire,
puisqu’elle n’était plus significative au moment B&preuve d’infection. Celle-ci a eu lieu 7
semaines apres la derniére vaccination. L’évolutionique de I'infection, ainsi que la croissance
du champignon, ont été suivies de facon réguliérexprimées respectivement sous forme de
scores clinique et mycologique attribués a chadqimal. Aucune différence significative n'a pu
étre mise en évidence entre les scores des aninenecinés et non vaccinés. La réponse en
anticorps induite par I'infection chez les animawon vaccinés s’est révélée nettement plus faible
gue celle induite par la vaccination ; la répongaphoproliférative observée apres linfection
était d’intensité comparable chez les animaux veiiet non vaccinés. Le vaccin a base de
rMEP3 n’a donc induit aucune protection, malgradliction d’une importante réponse humorale
et le recrutement de cellules T spécifiques.
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2. ETUDE 2 : ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES GENES DE
DIPEPTIDYL PEPTIDASES DE MICROSPORUM CANIS; ETUDE DE
LEUR EXPRESSION IN VIVO ET IN VITRO. PRODUCTION DES
PROTEASES SOUS FORME RECOMBINANTE ET ETUDE DE LA
REPONSE IMMUNE CELLULAIRE CUTANEE ENVERS LA DIPEPTI DYL
PEPTIDASE V DE M. CANIS

Dans le but d’identifier de nouveaux immunogénetemiiels, et de compléter dans le
méme temps les connaissances relatives aux pretéasectees pa. canis les génes codant
pour des dipeptidyl peptidases ont été identiidEux genes uniques, codant respectivement pour
une DPPIV et une DPPV, ont été isolés, séquencéarattérisés. lls encodent des protéases a
sérine de la famille S9, possédant un peptide kigmaécrétion mais pas de séquence pro-, et
comprenant respectivement 775 et 726 acides aniieésleux protéases sont a 90% identiques a
leurs orthologues isolés chek. rubrum Elles présentent également un important degré
d’homologie avec les DPP A fumigatusqui ont été proposées comme facteurs de viruldrece
DPPIV deM. canisprésente un degré d’homologie significatif avedDaPIV de la bactérie
pathogenePorphyromonas gingivaljsqui est un facteur de virulence avéré, ainsi wpcale
marqueur mammalien CD26, une molécule multifonctedle participant & de nombreux
processus biologiques et immunologiques. Graceedershnique de RT-PCR en temps réel, une
importante augmentation de I'expression des deuf DBM. canisa été mise en évidence
lorsque le champignon est cultivé sur des miliewnstitués de protéines de matrice
extracellulaire, parmi lesquelles la kératine. Igession des DPP a également été détaentée
vivo, chez le chat et le cobaye infectés, par RT-PCRéa. Les deux protéases ont été produites
sous forme recombinante dans la levRrgastoris et y sont enzymatiquement actives. La masse
moléculaire de la DPPV est de 83 kDa, tandis qu2ARIV apparait sous forme d’'un doublet de
95 et 98 kDa ; elles sont glycosylées a raison &®® et de 9 ou 12 kDa, respectivement. Les
DPP recombinantes clivent les substrats préféidsrdies enzymes de leurs sous-familles, ce qui
correspond dans le cas de la DPPIV a une spééifictticuliere pour les liens de type Pro-X.
Alors gu’aucune des deux DPP Kle canisn’est a elle seule kératinolytique, I'implicatioe th
DPPIV dans la digestion du réseau de kératine teétée en utilisant le substrat Keratin Azure et
des surnageants de culture && canis montrant une forte activité kératinolytique. La
préincubation de ces surnageants avec un inhilsfgécifigue de DPPIV n’a eu aucun effet sur le
niveau de solubilisation du substrat kératiniséré3eiltat indique que l'intervention potentielle de
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la DPPIV dans cette digestion a lieu uniguementwal de la digestion par les endoprotéases.
Enfin, dans le but d’évaluer la capacité de la DRFNduire une réponse cutanée de type DTH,
sa forme recombinante a été utilisée comme antigraale tests d'intradermoréaction chez des
cobayes précédemment infectés fglarcanis Aucune réponse DTH significative n’a été mise en
evidence. Ce résultat contraste avec ceux obtdmss lhomme infecté paF. tonsuransavec la
DPPV de ce dermatophyte. Toutefois, dans ce cast & forme native de la protéine qui a été
utilisée, plutét qu’'une forme recombinante potdigiment dépourvue des épitopes adéquats.
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3. ETUDE 3: MISE AU POINT DUNE TECHNIQUE
D'INACTIVATION GENIQUE PAR L'ARN CHEZ MICROSPORUM CANIS,
CONSTRUCTION DE SOUCHES DEFICIENTES AU NIVEAU DE LA
DIPEPTIDYL PEPTIDASE IV DE M. CANIS, ET DE SOUCHES
DEFICIENTES AU NIVEAU D'UNE SUBTILASE KERATINOLYTIQ UE
DE 31,5 kDa (SUB3)

L’expression des geneSUB3 et DPPIV de M. canis a été inhibée, de maniére
indépendante, au moyen de constructions intégeatedant pour un ARN en épingle a cheveux
de séquence identiqgue a un fragment du géne clal&ijlle respective de ces fragments était de
688 et 596 paires de bases. Il s'agit de la praamgse en ceuvre de cette méthodologie chez les
dermatophytes. La technique employée dérive du@héne d'« interférence a 'ARN >RNA
interference, RNAJ qui a lieu a proprement parler dans les cellal@males, mais équivaut a des
voies similaires chez les autres types d’organismmesmpris les champignons. Pour chaque géne
cible, les souches fongiques générées ont prédestélegrés d’inhibition variables, évalués par
RT-PCR en temps réel et par mesure de l'activitgymatique des protéines cibles dans les
surnageants de culture des transformants. Les rigiduels d’activité enzymatique et d’ARN
messager obtenus étaient respectivement de 3,2% qiour SUBS3, et de 45,6% et 1,5% pour
DPPIV. La distribution réguliere des taux d’inhibit génique entre 0% et plus de 95% est
compatible avec les résultats d’études similairesleampignons filamenteux. En outre, dans le
cas de l'atténuation de I'expression de SUB3, umalyae par électrophorese SDS-PAGE du
surnageant de culture d’'une souche fortement iehib@ntre la disparition de la bande
correspondant a SUB3, mais aussi de celle corrégmbra SUB4, ce qui constitue la preuve

d’une inhibition simultanée de génes homologuesipaseul fragment interférant.
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Chapitre 5

Discussion générale



Depuis la mise au point d’une ancienne génératienvaccins anti-dermatophytes,
entiers ou faiblement caractérisés, trés peu dgr@soont été enregistrés dans ce domaine. Ces
vaccins, y compris ceux qui ont été commercialis&mt pas donné la preuve a la fois d’'une
pleine efficacité, d’une protection de longue dueied’'une absence totale d’effets secondaires.
De plus, il s’agit exclusivement de vaccins vétéines, et, a notre connaissance, aucune étude
concernant la vaccination anti-dermatophytes chexrime n’a été publiée. Seul un nombre
limité de vaccins expérimentaux parfaitement ca&résds ont été testés chez I'animal. En ce
qui concernéMl. canis outre I'essai utilisant MEP3 recombinante, dédans ce travail, un
essai avec SUB3 recombinante a été realisé (Descaingh, 2003b) ; parallelement, la hsp60
de T. mentagrophytea été évaluée en tant quimmunogéne vaccinal sousef de protéine
recombinante et de vaccin a ADN, chez le veau eblmye (Raskat al, 2004). Dans les
conditions expérimentales des essais réalisésjal@sns a base de rMEP3 et rSUB3 se sont
révélés clairement inefficaces, et ceux a basesgéthn’ont apporté qu’une protection partielle
et inconstante. Ces vaccins étaient associés juvamat de Freund, un adjuvant ancien
responsable d'effets secondaires, et ont été asiméai par voie sous-cutanée ou
intramusculaire.

La faiblesse des avancées dans le domaine demwyanti-dermatophytes est liee a
celle des connaissances concernant la réponse ieninduite par ces champignons. Celles-ci
restent en effet élémentaires et lacunaires, dugtocomparaison des énormes progres réalisés
a ce sujet chez d’autres champignons pathogenesned. fumigatuset C. albicans qui ont
fait I'objet de recherches intensives étant donaémenace mortelle qu’ils représentent
(Romani, 2004).

L’efficacité d’un vaccin dépend principalement pgouvoir immunogéne de la ou des
sous-unités microbiennes qu’il contient, de la fagmont il est adjuvanté, et de sa voie
d’administration. Dans le cas par exempld.dfumigatus la nécessité d’agir sur les trois
tableaux est mise en lumiére par deux études ayaist des protéases recombinantes comme
candidats vaccinaux. Dans un modéle murin d’asl@sgi invasive, Bozza et collaborateurs
(2002) ont utilisé comme vaccins quatre allergesbague fois seuls ou en association avec
des oligonucléotides CpG (ODN), des agonistes TL&9administrés par voie nasale. Le
vaccin composé de l'allergene Asp f 16 et dODN&té le seul efficace, et a protégé pres de
100% des souris vaccinées. L'allergene Asp f 3n¢mipas été protecteur lors de cette étude, a
par contre permis un contréle relatif de la malddie d’'un autre essai en modele murin @to
al., 2006). Il était alors adjuvanté par une émulgiaieuse, le TiterMax®, et administré par

voie sous-cutanée. Ainsi, les raisons de I'écheladaccination avec rMEP3 peuvent résider a
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la fois dans les propriétés intrinseques de MEP3aebh quimmunogéne et dans celles de
'adjuvant utilisé, et l'influence de la voie d’admstration doit également étre envisagée.
L’association entre ces facteurs détermine subdétenie type de réponse immune qui est
induite et donc le niveau de protection obtenu.

Pour étre efficace, tout vaccin doit d’abord\aatides cellules mémoires. En effet, toute
réponse immunitaire nécessite l'intervention d€MI au moins sous forme de lymphocytes T
auxiliaires (CD4+). La réponse lymphoproliférativevitro obtenue envers rMEP3 suite a la
vaccination témoigne du recrutement de ces celktie® leur activation en cellules mémoires.
Toutefois, cette réponse est retombée a un nivasal bu moment de I'épreuve d’infection, ce
gui suggere gue le vaccin n’a pas induit de mémpoiraunitaire prolongée.

Le bras effecteur de I'immunité lors d’'une deropdtytose naturelle est constitué par les
phagocytes, suractivés par les lymphocytes Thl tamsdre d’'une réaction inflammatoire,
alors que les anticorps semblent ne pas étre ligiraination de l'infection. C’est pourquoi,
traditionnellement, on considere que c’est une mépaffectrice cellulaire qui doit étre induite
par un vaccin anti-dermatophytes. Cependant, lesbneux travaux effectués sur les mycoses
invasives aC. albicans A. fumigatuset C. neoformansqui, comme toutes les infections
fongiques, sont naturellement la cible d’une réponisl a effecteurs cellulairesontrent que
ce raisonnement est peut-étre erroné. En effetegrd’utilisation d’anticorps monoclonaux, on
a pu montrer que les sérums dirigés contre cesplgaons sont non protecteurs en raison de la
présence d’anticorps bloquants ou inhibiteurs, axce que les anticorps utiles y sont présents
en trop faible quantité (Casadevatlal, 2002). Ces découvertes ont d’ailleurs été le tpaen
départ de la mise au point non seulement de plissieaccins anti-fongiques expérimentaux
efficaces basés entierement sur 'immunité humof(al®ll, antibody-mediated immunjty
(Cassone, 2007), mais aussi de stratégies d'immtimis passive dont I'une a abouti a la
commercialisation d’un anticorps monoclonal recamht destiné au traitement des candidoses
invasives (Matthewst al, 2003). En outre, si I'on fait abstraction desoms entiers, dont
'innocuité peut poser probleme, tous les vacciostda médecine dispose a ce jour agissent
essentiellement par le biais d’'une réponse en apsc (Cassone, 2007). Obtenir via la
vaccination une réponse Thl stimulant I'immunitdutaére comme effecteur, qu’il s’agisse
d’ailleurs de phagocytes ou de cellules T cytotogs (CD8+), est donc une tache ardue
(Cassone, 2007). C’est ainsi qu’actuellement, dexgs sont suivies pour le développement de
vaccins anti-fongiques. La premiére consiste aineddes anticorps de spécificité et d’isotype
adéequat pour obtenir une protection. La seconde 8&nt a la stimulation d’'une réponse

cellulaire Thl mais en utilisant des approches times telles que le transfert adoptif de
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cellules dendritiques.

Malgré les taux élevés d’anticorps induits pdEP3, ceux-ci ne sont pas protecteurs.
Pourtant, méme si les vaccins anti-fongiques les prometteurs actuellement utilisent des
antigénes polysaccharidiques (Torosantetal, 2005 ; Cassone et Torosantucci, 2006), il est
possible de vacciner efficacement contre une iitflectongique en stimulant la production
d’anticorps dirigés contre une seule protéinegptparticulier, contre une seule protéase. En
effet, De Bernardis et collegues (2007) ont monfue des anticorps neutralisant la
mannoprotéine MP65 ou la protéase aspartique sécap2 deéC. albicanspermettent un
contrble efficace de l'infection vaginale cheza, ren inhibant 'adhérence du champignon. Par
contre, des anticorps dirigés contre une élasta&e fdmigatusn’ont pas protégé les souris
infectées contre une aspergillose invasive (Fresal, 1994). Il est donc possible que MEP3,
contrairement notamment a Sap2, ne soit pas ueuiadaidispensable a la virulence e
canis

En faisant appel a de nouvelles techniques deinatton et a de nouveaux adjuvants,
I'objectif de protection peut aussi étre atteind wvine réponse effectrice cellulaire. Dans un
modele murin de transplantation de cellules héntaéigues, permettant de créer un
déséquilibre immunitaire au détriment de la répon$d, un vaccin a base de cellules
dendritiques activées par des éléments fongiquesoeiuisant de I'll-12 permet d’orienter la
population de lymphocytes T en cours de reconsiifuians le sens Thl. Ce type de vaccin
restaure la résistance des souris transplantég@swssde l'infection paA. fumigatugBozzaet
al., 2003) et parC. albicans(Bacci et al, 2002).Une réponse de type Thl peut aussi étre
engendrée par une seule protéine vaccinale. G&tiéd suggéré dans la cas d’Asp f 3 @tal,
2006), qui induit ou non la production d’anticorgedon la fagon dont elle est tronquée, mais
qui conserve dans tous les cas ses effets proteci2e méme, le vaccin a ADN a base d’hsp60
de T. mentagrophytesst nettement plus efficace que son équivalent &muse de protéine
associée a I'adjuvant de Freund, alors que, coatrant a ce dernier, il n’induit pas de réponse
humorale (Raskat al, 2004). Chez des souris partiellement protégéesavprotéine Alslp de
C. albicans I'implication prépondérante de la réponse ceitalan tant que réponse effectrice a
été montrée, entre autres, par le succés obtenuaetinant des animaux déficients en
lymphocytes B et par I'induction de réponses cutange type DTH (Ibrahinet al, 2005).
Enfin, le contrble de I'aspergillose invasive ch@zouris obtenu grace a I'association d’Asp f
16 et d’ODNs (Bozzat al, 2002) est lui aussi clairement lié a une répa@ffaetrice cellulaire,
puisque les lymphocytes isolés de souris protégdes de type Thl. Ce vaccin permet

également de polariser dans le sens Thl des celidedritiques, alors que les ODNs seuls
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augmentent les capacités fongicides des neutr@pbtleles macrophages. En outre, Asp f 16
induit in vivo des réactions DTH, non seulement chez des sodestées par le champignon,
mais aussi chez des souris naives, quoique danmoeinedre mesure. Un résultat similaire a été
obtenu en pratiquant des tests cutanés avec rME®Ale cobaye, mais aucune différence n'a
pu étre mise en évidence entre animaux infectasaé$ (résultats non publiés); la réponse
obtenue ne peut donc étre attribuée a un recrutedemncellules mémoires responsables de
limmunité spécifique antM. canis

Il est de plus en plus évident que la voie d’entitten immunogene a une influence
substantielle sur la réponse induite, et ce notamiparce qu’elle détermine les capacités de
homingdes cellules T. Celles-ci dépendent a la fois dureeinvironnement cytokinique généré
au niveau du site d’infection, et des moléculesldésion exprimées par ces cellules. Il se peut
donc que l'utilisation de la voie d’'immunisationtanée déclenche les signaux indispensables a
I'établissement d’'une réponse anti-dermatophytdicaee. Les lymphocytes T spécifiques
pourraient ainsi étre programmés de fagcon a exprdae ligands ou des récepteurs dirigeant
leur migration vers la peau, comme par exemple U& CCutaneous Lymphocyte Antigen
(Sielinget al, 2007).

Les recherches concernant la vaccination antrd@phytique devront donc, pour
progresser, s'inspirer des résultats obtenus ageaudtres champignons pathogéenes. Cependant,
elles devront également tenir compte de deux péatités propres aux dermatophytes, a savoir
leur localisation superficielle au niveau de I'égiche, et leur comportement de parasites

obligatoires par opposition au caractere opportardsCandidaet Aspergillus

Plusieurs arguments indiquent que la DPPWdeanisest un candidat immunogene
intéressant. Le caractere immunogene de la DPPX. dumigatusn’est plus a démontrer,
puisque cette protéine n’est autre que tdhwmotryptic antigerm utilisé depuis longtemps pour
le diagnostic sérologique de I'aspergillome (Kolshyaet al, 1993 ; Beauvaist al, 1997a).
Les anticorps dirigés contre elle reconnaissengjuement la partie polypeptidique de la
protéine, qui par ailleurs ne contient pas le mgéfactofuranosyl immunogene porté par la
plupart des glycoprotéines Al fumigatuset par ses mannanes de paroi (Kobayashal,
1993 ; Latgé, 1999). Ces anticorps sont potentiedlg protecteurs, car des souris immunisées
a l'aide de conidies et survivant a l'infection guisent des anticorps reconnaissant de fagon
monospécifique la DPPV; leur profil isotypique @spond a une réponse de type Th2 (Latgé,
1999). Cependant, aucune étude n’a été entregimsdeaconfirmer et d’expliquer ce caractéere

protecteur.
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La DPPV dA. fumigatusnduit aussi des réactions DTH (Hebattal, 2002). Celle de
T. tonsuransl'antigene Tri t 4, induit des réactions cutanélestype DTH chez les patients
éliminant efficacement l'infection, mais des réant IH chez ceux infectés de fagon
persistante (Woodfolket al, 1996). Jusqu’a présent, la seule autre protéraatanontré cette
propriété particuliere est également produite pardermatophyte ; il s'agit de Tri r 2, la
subtilase SUBG6 d&. rubrum(Woodfolk et al, 1998). Les différentes réponses induites par Tri
r 2 correspondent en réalité a la reconnaissanggitdpes différents par les cellules T des
patients, et I'épitope P5, reconnu chez les paigneris d’'une infection aigué, a été proposé
comme candidat vaccinal potentiel (Woodfak al, 2000). Les protéases DPPV et SUB6
constituent donc des antigenes clés dans lorientatle la réponse immune anti-
dermatophytes. Lors de notre expérience, la DPPWldeanisn’a cependant induit aucune
réaction cutanée significative chez des cobayesi@é$ expéerimentalement. Des tests cutanés
effectués chez I’'homme avec la DPPVTdeubrum(Tri r 4) ont donné le méme résultat négatif
(Woodfolk et al, 1998). Etant donné que les deux expériencesamtgoint commun d’avoir
utilisé les DPPV sous forme recombinante, prodyiesPichia pastoris I'explication la plus
plausible est que les modifications post-traductebles effectuées par la levure modifient
immunogénicité de la protéine. En effet, les noeuses modifications post-traductionnelles
des protéines — y compris la glycosylation — inficent grandement f[@ocessingles antigénes
et leur capacité a étre présentés en associatiea lev CMH ; de plus, beaucoup de ces
modifications ont été identifiées au niveau de st effectivement présentés, et sont le plus
souvent responsables de la reconnaissance spéciigules cellules T (Rudet al, 2001 ;
Engelhardet al, 2006). Dans le cas particulier Be pastorisen tant que systéme d’expression,
plusieurs études rapportent des modifications @j@nicité en rapport avec la reconnaissance
par des anticorps (van Oast al, 2004), mais aucune ne concerne la reconnaisgarckes
cellules T. Alternativement, I'absence de réactiviH observée pourrait étre attribuée a des
différences entre les DPPV des différentes espgeatermatophytes. Cependant, cela semble
peu probable étant donné le haut pourcentage diidayui existe entre elles. Par conséquent,
de facon inattendue, la DPPV recombinant®ideanispourrait devenir un outil pour identifier
les déterminants antigéniques qui conferent ad&pre native ses propriétés immunogenes. Il
serait par exemple intéressant de tester les @tépriimmunogéniques de la protéase
entierement déglycosylée et donc débarrassée dmtis écrans formés par des sucres et
masquant des motifs antigéniques potentiellemepbrtants.

Les propriétés antigéniques des DPPIV fongigestent quant a elles peu connues, si

ce n'est que celle &. fumigatusest reconnue spécifiquement par les sera de parsatieintes
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d’aspergillome (Beauvaist al, 1997b). La DPPIV déJ. canisest homologue a la DPPIV

mammalienne (ou CD26) et partage avec elle desctéaistigues enzymatiques. Or, cette
protéine multifonctionnelle est, entre autres, bigpal’activer les cellules T, en particulier

CD4+, et ce via différents mécanismes (Pacleta, 2005). Il est donc possible, comme cela
a éeté envisagé pour la DPPIVAJ’ fumigatus(Beauvaiset al, 1997b), que les DPPIV des

dermatophytes influencent de fagcon non spécifigustimulation des lymphocytes T.

Comme cela a été suggéré pdurubrum(Monod et al, 2005), les DPP dBl. canis
pourraient jouer un réle dans la digestion fine deptides générés suite a I'action de ses
endoprotéases sur le réseau de kératine. Celaggiuperement vrai pour la DPPIV qui, en
tant que POP, peut agir sur les goulots d'étrangignyue représentent les liens Pro-X.
L’action synergique des POP et des aminopeptidasesiu découpage des peptides en acides
aminés libres et dipeptides a été démontrée poDiPRIV d’Aspergillus oryza€Byun et al,
2001) et la protéase PepX Hactococcus lactigBouchieret al, 1999). Cependant, chez ces
organismes saprophytes utilisés dans I'industimaeitaire, si la suppression de I'activité POP
change la composition des produits fermentés, relealentit pas la croissance sur protéines
complexes, méme riches en proline (Matoal, 1993 ; Douma®t al, 1998). Par analogie,
ceci suggere que la DPPIV des dermatophytes n&dtgire pas essentielle pour la digestion
terminale de la kératine. De plus, certains chanmgig filamenteux exceptionnellement
pathogenes, donfspergillus niger sont totalement dépourvus de DPPIV extracellalair
(Jalvinget al, 2005).

Par contre, les propriétés de la DPPIVMiecanis et son homologie avec une série de
facteurs de virulence avérés, permettent d’envispgar elle un role direcin vivo dans la
pathogenese de l'infection. Sur base de leur séguen acides aminés, de nombreux peptides
biologiques, y compris des chémokines et cytokirsesit potentiellement clivables par la
protéine mammalienne CD26. Pour une partie d’exuse ce clivage ainsi que ses effets sur les
différents processus biologiques et immunologicaué$é bien démontré (Bauvasal, 1992 ;
Mentlein, 1999 ; Van Dammet al, 1999 ; Lambeiet al, 2001). La DPPIV dA. fumigatus
peut elle aussi cliver certains peptides biologi(Beauvaist al, 1997b). De plus, la DPPIV
membranaire d@orphyromonas gingivaliest un facteur de virulence altérant la mobiliés d
cellules inflammatoires ; elle participe égalementla destruction des tissus conjonctifs,
probablement en association avec des Mkhatfix metalloproteinasg@¢gprésentes chez I'héte
(Yagishitaet al, 2001, Kumagaet al, 2005). Cette protéase n'a pourtant a elle seuterse
activité protéolytique envers les protéines de matextracellulaire. Par contre, la POP

vacuolaire Tc80 délrypanosoma cruziqui est nécessaira I'entrée du parasite dans les
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cellules hétes, possede cette particularité et gegrtader le collagene et la fibronectine (Bastos
et al, 2005). Cette liste de fonctions attribuées au¥® RI@ns le cadre de processus infectieux
n'est pas exhaustive et leur investigation réseeg-étre d'importantes découvertes. En effet,
chezStreptococcus agalactiaene étude a I'échelle du génome a montré quactfivation du
genePepXatténuait nettement le pouvoir pathogene de laébactce qui a amené a considérer
la POP encodée par ce gene comme une cible théameyotentielle pour les maladies a
streptocoques (Joned al, 2000 ; Rigoletet al, 2005).Toutes ces données montrent que la
DPPIV de M. canis peut étre suspectée d’intervenir a plusieurs nivedans le processus
infectieux ; elle pourrait notamment interférer \@an action enzymatique avec la réponse
immune de I'hote.

Les DPP deM. canis remplissent donc plusieurs roles potentiels, af)y d& leur
attribuer de facon formelle une ou plusieurs fanttidans la relation héte-champignon, il sera

nécessaire de construire des souches déficient@seau de ces protéases.

L’inactivation génigue via 'ARN, ou RMGSRNA-mediated gene silencingst un
phénomene naturel existant sous différentes focheg les différents organismes (Hutvagner
et Zamore, 2002 ; Bagasra et Prilliman, 2004). @sues voies cellulaires d’inactivation
génique regroupées sous ce nom sont déclenchéas p&RN « aberrant », le plus souvent un
ARN double brin; elles ménent a linhibition deexpression des génes de séguence
correspondante, par divers mécanismes dont leipainest la dégradation enzymatique des
ARN messagers. Le terme « interférence ARRMAI, RNA interferengeest largement utilisé
dans ce cadre bien gu’il désigne spécifiguemenbia d’inactivation via un ARN double brin
dans les systémes animaux. Les petits ARNs ingerfer6iRNAs small interfering RNAs qui
sont des intermédiaires de l'interférence ARN, d'umille de 20 a 25 bp environ, sont
largement exploités pour induire cette cascade tEmsellules animales (Dallas et Vlassov,
2006 ; Pei et Tuschl, 2006), y compris dans unthétapeutique (Aagaard et Rossi, 2007). Le
RMGS existe également chez la plupart des champgg(lakayashiki, 2005), et des siRNAs
sont générés par la cellule fongique en tant germédiaires dans la cascade d’inactivation
(Kadotaniet al, 2003 ; Nicolast al, 2003; Goldonkt al, 2004). Pourtant, méme si plusieurs
équivalents de genes de la machinerie RNAI ontidétifies chez les champignons, les
mécanismes qui président a I'inhibition restengdanent a éclaircir ; de plus, il semble exister
une grande hétérogénéité entre les voies d'inet& chez les différentes especes fongiques
(Nakayashikiet al, 2006). L’élucidation de ces mécanismes menera dante a la mise au

point de techniques de RMGS plus puissantes que aélisée dans notre étude, la seule
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fonctionnant actuellement chez les champignonsnélateux. En attendant, pour la premiére
fois, l'inhibition de I'expression de genes via ARN en épingle a cheveux a été appliquée
avec succes chez un dermatophyte.

Les avantages potentiels de la méthodologie RNvzdes champignons filamenteux
sont nombreux. Elle évite la nécessité d’obtenis decombinaisons homologues, elle peut
fonctionner dans le cas d’entités multinuclééeadles les macroconidies et les syncytia formés
par les filaments fongiques - dont un seul noyduraasformé, et elle autorise I'investigation
de genes essentiels. De plus, I'inhibition obteauvec cette technique peut étre contrblée par
lintermédiaire d’un promoteur inductible. Mais daie cas particulier des dermatophytes,
pourvus d’importantes familles de genes comme |IE® Mt les SUB, I'avantage qui est peut-
étre le plus intéressant est la possibilité d’iehiplusieurs génes avec une seule construction, et
qui plus est avec un seul fragment génique cons@ivéz le protozoairérypanosoma brucei
les 3 membres de la famille des genes TbPDE2 or@tnguinhibés simultanément grace a un
seul fragment hautement conservé présentant réspaent 91,8% et 99,6% d’identité avec
chacun de ses paralogues (Zoraghi et Seebeck, .2@&)endant, se demander quel
pourcentage d’identité entre le fragment interfésirune séquence cible est requis pour obtenir
une inhibition est une question biaisée. En effesst tres probablement au niveau des siRNA
gue se détermine le ciblage ou non d'une séqueaswlbgue. Ceci est en accord avec les
résultats obtenus par Miki et collaborateurs (20@b) ont réduit simultanément I'expression
des 7 genes de la famill®sRacchez le rizOryza sativa Dans cette étude, le fragment
interférant, issu d®sRac] présentait 21 a 49 bases identiques conséecyiasesapport a ses
paralogues, ce qui correspondait a 72-82% d’identdar contre, chacun de ces géenes a été
inactivé indépendamment des autres par des fragniehibiteurs présentant entre eux des
suites de 4 a 8 bases identiques seulement pouraded’identité de 44 a 52%. Dans notre
étude, la construction interférante visant SUBgaement touché SUB4. La séquence du gene
SUB4deM. canisn’est pas connue, mais, chEzrubrum les séquences &JB3et SUB4sont
identiques a 66%. Si I'on compare les séquencesédét chez les gen&JBdeM. canis on
observe une suite de 16 et 8 nucléotides identigquesnaximum, respectivement, entre
SUBYSUB3et SUBZSUB3 pour des taux d’identité de 58 et 46% ; il sedamibhc surprenant
d’obtenir pour ces genes une inactivation croifiéest pourtant bien trop simpliste de prédire
I'inhibition d’'un géne a partir de ces chiffresagt donné que d’'une part, un seul siRNA peut
étre trés peu efficace, et que de l'autre, un siRiMAt étre inhibiteur malgré la présence de
plusieurs mésappariements (Jackebal, 2003 ; Saxenat al, 2003); en realité, la prédiction

du pouvoir inhibiteur des ARN interférants est sdoate trées complexe. Toutefois, dans le cas
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de I'inhibition simultanée des gen@sRag linterférence n’est jamais aussi efficace qu@ave
un taux d’identité de 100%, et elle I'est d’autphts que ce taux est élevé.

Dans I'état actuel de son développement, I'ivatibn génique par 'ARN chez les
champignons filamenteux comporte aussi certaingvdégages. Notamment, la stabilité de
lintégration des constructions inhibitrices pewnstituer un probleme important. Dans une
étude récente menée avec des souches inhib&efudiigatus Henry et collaborateurs (2007)
ont évalué la fréguence de perte de la constru@did0% lors de chaque transfert, et ce
indépendamment de 'usage ou non d’'un milieu siél€te phénomene est probablement dd a
l'instabilité inhérente aux répétitions inverseR,(inverted repeafsde fragments d’ADN. En
effet, dans tous les types de génomes, on corgiates motifs palindromiques présentent une
forte tendance a la délétion et augmentent la &écgel des recombinaisons impliquant les
régions adjacentes (Gordengt al, 1993 ; Leach, 1994 ; Lobachest al, 2007). Les
mécanismes sous-jacents sont probablement complexas selon le modéle actuellement
accepté, la structure en épingle a cheveux formé&ant le processus de réplication par
'appariement intra-brin des deux bras du motif st reconnue et excisée par des nucléases
spécifiques, soit exclue suite au glissement dedimérase vers l'autre brin ou lautre
extrémité du palindrome. Le regne fongique n'écleagas a la regle: chez la levure
Saccharomyces cerevisjaénstabilité des IR est bien établie. Une étuddisant toute une
gamme de séquences palindromiques a montré quecdeactére instable était directement
proportionnel a la taille des IR et inversementpprtionnel a la taille de la séquence espacante
(spacej (Lobachewet al, 1998) ; d’aprés les résultats de cette étudeallss de ces éléments
dans la construction utilisée chbdt canisdans notre étude sont compatibles avec une telle
instabilité.

Certaines solutions peuvent étre envisagees @ater cet écueil. Le vecteur pSilent-
dual mis au point par Nakayashiki (2006) pourraitére une, car il génére un ARN double
brin en utilisant deux promoteurs orientés en sEpEosé autour d’'un seul fragment cloné.
Chez le champignon dimorplitistoplasma capsulatuniiexpression stable d’'une structure en
épingle a cheveux a été obtenue grace a lI'ajowsédeiences télomeériques (Rappleyeal,
2004); I'incorporation de telles séquences a égaltrameélioré la stabilité des constructions
interférantes chefryptococcus neoformandiu et al, 2002). Les séquences télomériques
permettent une réplication autonome de la construdnhibitrice sous forme de plasmide
linéaire, et évitent donc de devoir faire appel rie untégration dans le génome fongique
(Woods et Goldman, 1993). De telles séquences t@ninéses en évidence chez différents

champignons filamenteux, et peuvent y maintenir ilagments d’ADN en tant qu’entités
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génetiques autonomes méme si elles sont d’origitérdlogue (Ruiz-Diez, 2002). Enfin, une
troisieme solution pourrait consister a faire exyai par les champignons des siRNAs, bien que
leur utilisation directe chez ces organismes faitais été rapportée. Méme s'’ils sont exprimés
via une construction en épingle a cheveux, leuitgéaille pourrait assurer une meilleure
stabilité.

L’investigation par RMGS de génes qui ne corregeoh pas a un caractere
phénotypique directement visualisable, comme d¢&ests pouSUB3et DPPIV chezM. canis
peut étre grandement facilitée par la co-inactorgtisous le contréle du méme promoteur, du
gene cible et d’'un géne marqueur. Méme si une lediog parfaite entre les taux d’inhibition
des deux genes semble impossible a obtenir, umaigne indication de la puissance de
l'interférence chez chaque transformant constitueuwtil précieux permettant une présélection
rapide. CheZ:. neoformansl’inhibition du geneADE2 donne aux colonies une coloration rose
pouvant étre utilisée comme marqueur endogéne dtai, 2002); la pigmentation naturelle
par la mélanine pourrait également servir de systéapporteur chez certaines espéces
fongiques (Fitzgeral@t al, 2004 ; Tanguagt al, 2006). Aucun géne capable de jouer ce role
n'a éeté identifié chez les dermatophytes, maissteshes de ces champignons pourraient étre
transformées avec un transgene exprimant une peotésentinelle », constituant un marqueur
dont I'intensité varie graduellement selon l'effi¢& de son inhibition. Un marquage efficace
du niveau d’inactivation par 'ARN a été réalisécg a la GFPQreen Fluorescent Protein
chez différents champignons (Fitzgeratdl, 2004 ; de Jongt al, 2006 ; Marioret al, 2006 ;
Krajaejunet al, 2007). Janus et collaborateurs (2007) ont quaatxamontré que lors de co-
inhibition, I'intensité de la coloration par la péne DsRed était grossierement corrélée avec le
niveau d’expression du gene de lisopénicilline yWthase dAcremonium chrysogenurat le
niveau de la production de céphalosporine C quidénoule. Chez les dermatophytes,
I'utilisation d’un transgéne comme marqueur esliséale, comme en témoigne la construction
de souches dE. mentagrophytesxprimant la GFP (Kaufmaet al, 2004).

L'utilisation du RMGS chez les dermatophytes nésh sans doute qu’a ses débuts. En
effet, la réalisation de tests de virulence enwdas plantes, notamment avec des souches
atoxigéniques dé&usariumet d’Aspergillusspp. (McDonald et al, 2005), ainsi que, chez la
souris, les premiéres évaluations de la pathogénile souches déficientesHd’ capsulatum
(Bohse et Woods, 2007), montrent que l'utilisatilencette méthodologie reste tres prometteuse

pour élucider la pathogenése des infections foregqu
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Chapitre 6

Résumeé et conclusions



Un vaccin antM. canis constitué de la métalloprotéase sécrétée MEP3 sauforme
recombinante associée a I'adjuvant de Freund, gt en immunisant des cobayes par voie sous-
cutanée. Suite a I'épreuve d’infection, aucunenatéon des symptémes, ni de l'invasion par le
champignon, n’a été observée, et ce malgré l'indoai’'une réponse humorale et le recrutement
de lymphocytes T. Des résultats similaires ontoftienus par d’autres auteurs, avec la subtilase
sécrétée SUB3 dd. caniset la hsp60 d&. mentagrophyte®©r, le succés d’'un vaccin résulte a la
fois des propriétés intrinséques du ou des immumeggu’il contient, et de la stimulation sélective
par son adjuvant des acteurs de la réponse imnideEex options sont donc offertes pour de
nouvelles recherches dans le domaine de la vaminantiM. caniset anti-dermatophytes. La
premiére consiste a poursuivre la dissection deépgnse immune spécifique en étudiant les
propriétés immunogénes de composants particuligi&me si I'élimination naturelle d’une
infection fongique releve généralement d’'une répoefectrice cellulaire de type Thl, cette
perspective va bien au-dela de la recherche d'wtedia activant des lymphocytes Thl, ou
rappelant une réponse de type DTH au niveau cutameéffet, il est évident actuellement que des
anticorps de spécificité bien choisie peuvent éttalement protecteurs contre une infection
fongique En outre, il ne faut pas perdre de vue lgément fongique de base déterminant une
réponse immune adéquate est I'épitope. Le répertb@pitopes genérés a partir d’'une protéase
recombinante peut d’ailleurs étre modifié par rap@o son homologue natif, comme cela est
suspecté pour rDPPV chét. canis Ce phénomeéne peut engendrer une altération oesigtes
immunogénes natives, maiscontrario une protéase recombinante ainsi modifiée peutrdeun
outil pour identifier des motifs antigéniques dérdt.

La seconde voie possible vers un vaccin sir aehgieent efficace est l'utilisation de
nouveaux adjuvants orientant la réponse immuneadedme facon qu’une infection naturelle.
Chez A. fumigatus des oligonucléotides CpG associés a une protéic@nmbinante ont permis
d’obtenir une protection, en stimulant plusieurmiposants de la réponse cellulaire de type Th1l.
La vaccination a base de cellules dendritiquesris@las par un contact avéc fumigatuss’est
également montrée prometteuse, cette techniqueapb@tre assimilée a un adjuvant de nouvelle
génération. Il est bien entendu que ces deux d@agcherche ne s’excluent pas mutuellement, et
gu’'un travail mené dans les deux directions seres sboute nécessaire pour atteindre le but
recherché.

Les DPPIV et V déVl. canisont été caractérisées au niveau moléculaire, etrag&ps sous
forme recombinante active. Leurs propriétés aingi celles de différentes protéases homologues
laissent supposer qu’elles jouent un rdle univedais la digestion de substrats protéiques

complexes, y compris les structures kératiniséesawal de la digestion par les endoprotéases
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sécrétées. Elles pourraient en plus avoir acques awn plusieurs fonctions spécialisées dans le
cadre de la relation hote-parasite. Dans le cda @°PI1V, I'une de ces fonctions pourrait étre la
modulation de la réponse immune via le clivage @ekines ou de chémokines, étant donné
notamment sa similitude avec la DPPIV mammalienneC®26. Parallelement, les DPP sont
peut-étre simplement des immunogénes importantsDRRIV sécrétée pa¥l. canis pourrait
également intervenir dans I'adhérence aux protéieeshatrice extracellulaire, ou encore dans la
dégradation des tissus en association avec deSapes de I'héte, comme cela a été démontré
chezPorphyromonas gingivalis

Plusieurs perspectives sont donc ouvertes quiéinvastigation de la fonction des DPP des
dermatophytes, et certaines pourront étres rer@emtgrace aux formes recombinantes de ces
protéines. Cependant, pour elles comme pour taiauéres facteurs fongiques susceptibles de
contribuer a la pathogenese des dermatophytosesnktruction de souches déficientes est un
passage obligé vers la démonstration formelle tte centribution. Ceci est maintenant réalisable
rapidement, au moyen de constructions exprimantAdRis double brin interférants, méme si de
nombreuses améliorations peuvent sans doute épertéps a cette technique. Les souches
déficientes au niveau de SUB3 et potentiellementadgres SUB, ainsi que celles déficientes au
niveau de la DPPIV, seront prochainement évaluéestga leur comportement dans un modele

d’épiderme félin reconstitué mis au point danse&boratoire (Tabasdt al, 2007).
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