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Résumé :  
 
La levure Candida albicans, constituant de la microflore pathogène et commensale de 
l’homme colonise et infecte de nombreux organes. Cette colonisation est permise par la 
flexibilité métabolique de ce pathogène, dont la survie dépend de l’assimilation de sources 
carbonées fermentescibles ou non, localement disponibles. Parmi ces ressources, le glucose 
est présent en faible quantité dans certains sites du corps humain. Cette source de carbone 
étant préférentiellement utilisée par les microorganismes, sa détection et sa métabolisation 
optimales sont de première importance pour la survie du pathogène. Les travaux effectués 
au cours de cette thèse ont été focalisés sur la première étape irréversible de la glycolyse, la 
conversion du glucose en glucose-6-phosphate par les hexoses kinases, jamais d crites chez 
C . 

Le système des hexose kinases chez C. albicans est constitué d’une hexokinase (CaHxk2) 
et de deux glucokinases (CaGlk1 et CaGlk4).  La construction de différentes combinaisons de 
mutants de délétion, nous a permis de constater que la phosphorylation des hexoses était 
principalement assurée par l’hexokinase 2. L’analyse de l’expression des gènes codant pour 
l’hexokinase et les glucokinases a révélé une absence de régulation transcriptionnelle 
croisée et des mécanismes de régulation différents. Tandis que l’hexokinase est impliquée 
dans les réponses aux stress oxydant, osmotique et de paroi, les glucokinases sont 
surexprimées en condition hypoxiques. La phosphorylation des hexoses est une étape clé 
nécessaire à la transition filamenteuse qui est affectée chez le mutant hexokinase. L’analyse 
de la virulence des mutants de délétion conduite dans deux pathosystèmes différents (le 
modèle insecte Galleria mellonella et le modèle macrophage de souris (J774)), a révélé 
l’hypovirulence du mutant hexokinase 2, alors que la délétion des glucokinases ne conduit à 
aucun phénotype remarquable, posant la question du rôle physiologique de ces enzymes.  

Nos travaux ont ensuite exploré le rôle régulateur de l’hexokinase 2 impliquée dans la 
signalisation glucose, voie de régulation élaborée par les microorganismes pour privilégier 
l’utilisation du glucose. Chez C. albicans, le système de répression glucose a été globalement 
conservé mais le rôle des différents acteurs et plus particulièrement de l’hexokinase 2 n’a 
jamais été précisé. Nos travaux ont permis de démontrer qu’en présence de glucose, 
l’hexokinase 2, CaHxk2, est relocalisée dans le noyau et régule négativement l’expression des 
gènes du métabolisme carboné alternatif. Des expériences de délétion ciblées ont permis de 
mettre en évidence que la fonction catalytique de l’hexokinase 2 était requise pour permettre 
à l’enzyme d’exercer sa fonction régulatrice.  

Parallèlement nous avons mené une étude de transcriptomique par digital droplet PCR, 
dans le cadre d’un projet technique ciblé sur l’analyse de la transcription des gènes du 
métabolisme, au cours des phases très précoces de la phagocytose par les macrophages. Nos 
travaux ont mis en évidence une induction forte des gènes appartenant aux voies du 
métabolisme carboné alternatif (ß-oxydation, néoglucogenèse, cycle glyoxylique). 

Mots-clés : Candida albicans, glucose, glycolyse, hexokinase, glucokinases, répression 
glucose, dimorphisme, virulence  

 
 
 
 
 
 



Summary: 
 

The pathogenic yeast Candida albicans is both a powerful commensal and pathogen of 
humans that can infect a wide range of organs and body sites. Metabolic flexibility promotes 
infection and commensal colonization by this opportunistic pathogen. Yeast cell survival 
depends upon assimilation of fermentable and non-fermentable locally available carbon 
sources. Physiologically relevant sugars like glucose and fructose are present at low level in 
host niches. However, because glucose is the preferred substrate for energy and biosynthesis 
of structural components, its efficient detection and metabolism are fundamental for the 
metabolic adaptation of the pathogen. We explored and characterized the C. albicans hexose 
kinase system composed of one hexokinase (CaHxk2) and two glucokinases (CaGlk1 
and CaGlk4). Using a set of mutant strains, we found that hexose phosphorylation is mostly 
performed by CaHxk2, which sustains growth on hexoses. Our data on hexokinase and 
glucokinase expression point out an absence of cross regulation mechanisms at the 
transcription level and different regulatory pathways. In the presence of glucose, CaHxk2 
migrates in the nucleus and contributes to the glucose repression signaling pathway. In 
addition, CaHxk2 participates in oxidative, osmotic and cell wall stress responses, while 
glucokinases are overexpressed under hypoxia. Hexose phosphorylation is a key step 
necessary for filamentation that is affected in the hexokinase mutant. Virulence of this 
mutant is clearly impacted in the Galleria mellonella and macrophage models. Filamentation, 
glucose phosphorylation and stress response defects of the hexokinase mutant prevent host 
killing by C. albicans. By contributing to metabolic flexibility, stress response and 
morphogenesis, hexose kinase enzymes play an essential role in the virulence of C. albicans. 

In a second time, we explored the regulatory role of hexokinase 2 involved in glucose 
signalling, a regulatory pathway developed by microorganisms to promote the use of 
glucose. In C. albicans, the glucose repression system has been maintained overall, but the 
role of the various actors and more particularly of hexokinase 2 has never been specified. 
Our work showed that in the presence of glucose, hexokinase 2, CaHxk2, is relocated in the 
nucleus and negatively regulates the expression of alternative carbon metabolism genes.
Targeted deletion experiments have shown that the catalytic function of hexokinase 2 is 
required to enable the enzyme to perform its regulatory function. 

In parallel, we conducted a transcriptomic study by digital droplet PCR, as part of a 
technical project focused on the analysis of the transcription of metabolic genes during the 
very early phases of phagocytosis. Our work revealed a strong induction of genes belonging 
to alternative carbon metabolism pathways (ß-oxidation, neoglucogenesis, glyoxylic cycle). 

 
 
Keywords: Candida albicans, glucose, glycolysis, hexokinase, glucokinases, glucose 

repression, dimorphism, virulence
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Résultats : Partie I 





Les hexokinases et les glucokinases sont 
essentielles pour la physiologie et la 
virulence de la levure pathogène Candida 
albicans 

Résumé : 
Candida albicans est un pathogène opportuniste naturellement présent dans la flore 
commensale humaine. Dans certaines circonstances (immunosuppression, brûlure, 
dysbiose…), C. albicans adopte un comportement pathogène invasif et peut infecter un large 
éventail d'organes. Dans ces environnements particuliers, les nutriments disponibles varient 
en qualité et en quantité. La flexibilité métabolique de C. albicans est donc de première 
importance pour permettre l'infection et la colonisation des tissus de l’hôte. La survie de la 
levure repose sur sa capacité à assimiler efficacement les sources carbonées fermentescibles 
et non fermentescibles localement disponibles. Le glucose est la source de carbone 
préférentiellement utilisée par la plupart des microorganismes pour soutenir les réactions 
de leur métabolisme et produire de la biomasse. Cependant, dans les systèmes biologiques, 
le glucose est souvent un élément limitant présent à l’état de trace. Cela impose donc au 
pathogène de disposer d’outils de détection et d’assimilation précis et efficaces. Nous avons 
exploré et caractérisé le système permettant la phosphorylation des hexoses chez C. albicans. 
Trois enzymes, une hexokinase (CaHxk2) et deux glucokinases (CaGlk1 et CaGlk4) sont 
impliquées dans l’activation des hexoses intracellulaires. Gâace à la construction d’une série 
de mutants nous avons montré que la phosphorylation du glucose est principalement 
effectuée par CaHxk2. L’analyse de l’expression des gènes CaHXK2, CaGLK1 et CaGLK4 a 
révélé qu’ils étaient régulés par des voies de signalisation différentes et qu’il n’existe pas de 
phénomène de régulation croisée. En présence de glucose, CaHxk2 migre dans le noyau et 
contribue au mécanisme de la répression glucose. En outre, CaHxk2 participe à la résistance 
au stress oxydant, osmotique et de la paroi, tandis que les glucokinases sont surexprimées 
en condition d’hypoxie. Le mutant Cahxk2Δ/Δ est incapable d’adopter un mode de croissance 
filamenteux, ce qui démontre que la phosphorylation des hexoses est une étape clé dans le 
dimorphisme de C. albicans. La délétion de l’hexokinase 2 diminue drastiquement la 
virulence de la levure en modèles Galleria mellonella et macrophages. En contribuant à la 
flexibilité métabolique, à la réponse aux stress et à la morphogenèse, les enzymes de 
phosphorylation du glucose jouent un rôle essentiel dans la virulence de C. albicans. 
 



I. Introduction 







II. Analyse bioinformatique de la région génomique 
codant les enzymes de phosphorylation des hexoses 
CaHxk2, CaGkl1 et CaGlk4 chez C. albicans 







III. Construction des mutants de délétion des gènes 
codant les hexoses kinases chez C. albicans



IV. Contribution de l’hexokinase II et des glucokinases à 
l’alimentation du flux glycolytique 

A. Dosage de l’activité hexokinase 





B. Mesure des constantes cinétiques de l’hexokinase 2 et des 
glucokinases 1 et 4 

Souches Activité glucose kinase    
(nmol/min/mg)

Activité fructose kinase   
(nmol/min/mg)

Activité mannose kinase     
(nmol/min/mg)

WT SC5314 55,4 (± 2,98) 59,3 (± 4,60) 43,91 (± 2,95)

Cahxk2Δ/Δ 19,22 (± 1,71) 0,2822 (± 0,15) 12,48 (± 0,12)

Cahxk2Δ/Δ::HXK2/
HXK2

53,88 (± 0,42) 60,02 (± 1,31) 41,42 (± 3,48)

Caglk1Δ/Δ 55,25 (± 3,18) 60,016 (± 2,43) 45,54 (± 0,68)

Caglk1glk4Δ/Δ 54,04 (± 1,14) 59,96 (±4,00) 43,42 (±0,15)

Caglk1hxk2Δ/Δ 3,66 (± 0,70) 0,232 (± 0,07) 1,5235 (± 0,16)

Caglk1glk4hxk2Δ/Δ 0,3 (± 0,34) 0,229 (± 0,18) 0,19 (± 0,05)



V. Analyse transcriptionnelle des gènes CaHXK2, 
CaGLK1 et CaGLK4 et des enzymes correspondantes 

A. L’expression des gènes CaHXK2 et CaGLK1/4 dépend de la source 
carbonée 





B. Existe-t-il un mécanisme de compensation au niveau 
transcriptionnel ? 



C. L’expression des protéines CaHxk2 et CaGlk1 est constitutive 



VI. Implication de l’hexokinase II dans le mécanisme de 
répression glucose chez C. albicans 









VII. Analyse phénotypique des mutants 

A. L’hexokinase II est requise pour la croissance en présence 
d’hexose 







B. L’hexokinase II est requise pour le dimorphisme de C. albicans 





C. L’hexokinase II, mais pas les glucokinases, est essentielle pour 
permettre l’adaptation de la levure au stress de son environnement 









D. L’hexokinase II est impliquée dans l’adhésion de la levure aux 
surfaces abiotiques 







E. L’hexokinase 2 est nécessaire à la virulence de C. albicans en 
modèle insecte et macrophage 











VIII. Discussion et perspectives  

Les glucokinases jouent un rôle mineur dans la phosphorylation des hexoses 



Les mutants hexokinase présentent une croissance ralentie 



CaHxk2 participe à la répression glucose 



Les glucokinases ont elles un rôle régulateur ? 

Rôle de l’hexokinase 2 dans le dimorphisme  



Rôle des hexoses kinases dans la réponse au stress 





Le mutant hexokinase est hypovirulent 





Publication 











































Supplementary Figure S3 . Flow cytometry gating strategy. The P5 cells, positive for both
anti-CD16-APC and calcein fluorescence, are alive macrophages. Among P5 cells, those
positive for Calcofluor White fluorescence (Q2 population) are engaged in phagocytosis with
yeast.
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Résultats : Partie II



 



Étude des fonctions « moonlight » de 
l’hexokinase 2 et de leur implication dans le 
fitness et la virulence de C. albicans  

Résumé : 



I. Introduction  

in 
fine





II. Identification des domaines portant les fonctions 
catalytiques et régulatrices de l’hexokinase 2 chez C. 
albicans et construction de mutants 



III. L’acide aspartique D210 est-il impliqué dans la 
phosphorylation des hexoses chez C. albicans ? 

 

 

 





IV. Le décapeptide K6F15 et la thréonine 14 de l’hexokinase 
2 sont-ils impliqués dans la répression glucose chez C. 
albicans ? 











V. Le facteur de transcription CaMig1 est-il impliqué 
dans la répression glucose ? 

 



VI. Analyse du phénotype des mutants ponctuels
A. La filamentation est affectée quand la fonction hexose kinase est 

perturbée 





B. La virulence des mutants hexokinase diffère en modèle insecte G. 
mellonella et macrophage de souris (J774) 







VII. Discussion & Perspectives 

Les domaines fonctionnels de l’hexokinase 2 chez C. albicans 
 





 
Le rôle de CaMig1 dans la répression glucose chez C. albicans 





Le rôle de l’hexokinase 2 dans la virulence de C. albicans 



in fine





Résultats : Partie III 





Étude de la reprogrammation métabolique 
de la levure C. albicans au cours des phases 
précoces de la phagocytose par une 
approche innovante de droplet digital PCR 

Résumé :  
 
Les infections par les levures du genre Candida, représentent un problème de santé publique 
majeur. Le faible nombre d’agents thérapeutiques disponibles et l’apparition rapide de 
résistances expliquent en partie la gravité et le fort taux de mortalité associé à ces infections. 
Composante naturelle de la flore commensale humaine, C. albicans est un pathogène 
opportuniste qui devient invasif lorsque le système immunitaire de l’hôte est affaibli ou que 
certaines barrières de protection sont altérées. En tant que pathogène, C. albicans colonise de 
nombreux microenvironnements complexes (muqueuses, sang, foie, reins, tractus intestinal, 
macrophages …) où les ressources carbonées varient en quantité et en qualité. Au sein des 
macrophages, qui constituent la première ligne de défense de l’hôte, la survie de la levure 
repose sur sa capacité à (i) s’échapper du phagosome en adoptant un mode de 
développement filamenteux et (ii) à mobiliser les ressources carbonées disponibles dans son 
environnement direct. Suite à sa phagocytose, la levure reprogramme son métabolisme et 
active la transcription de gènes impliqués dans l’assimilation de sources carbonées 
alternatives comme les lipides, indiquant que le macrophage est un environnement pauvre 
en sucres simples. Cependant, plusieurs indices clairsemés dans la littérature suggèrent que 
le métabolisme du glucose pourrait jouer un rôle important pendant les étapes précoces de 
la phagocytose. Nous avons donc, par une approche fine de ddPCR réalisé une étude de 
transcriptomique ciblée visant à comprendre comment est mobilisé le métabolisme carboné 
durant les temps précoces (30 min) de l’interaction entre C. albicans et les macrophages. Pour 
cela, l’expression de gènes appartenant aux principales voies du métabolisme carboné 
(glycolyse, ß oxydation, cycle glyoxylique et néoglucogenèse) a été analysée. Nos résultats 
mettent en évidence que, si les perméases permettant l’import du glucose dans la cellule sont 
fortement surexprimées suite à la phagocytose, le métabolisme du glucose n’est pas sollicité 
durant les phases précoces. À l’inverse, le métabolisme carboné alternatif est fortement 
mobilisé et ce dès les premières minutes suivant la phagocytose  



I. Introduction 
 

≈





II. Choix de la méthode et des cibles 





III. Analyse transcriptomique par ddPCR du métabolisme 
de C. albicans au cours des phases très précoces de la 
phagocytose  

A. Le métabolisme du glucose  





B. Le métabolisme carboné alternatif 

≈



C. Les facteurs de virulence 



IV. Conclusion et Discussion 



Le métabolisme du glucose au cours de l’interaction levure macrophage 

≈



Le métabolisme carboné alternatif au cours de la phagocytose 



Rôle de l’adhésine CaAls3 





 
 
 
 
 

Conclusion générale et 
perspectives 





Identification et caractérisation du système hexose kinase chez C. albicans 



L’hexokinase 2 une enzyme bi-fonctionnelle ? 



L’hexokinase 2 une enzyme majeure de la physiologie du champignon 







Quel est le rôle physiologique des glucokinases ? 
 



Le métabolisme du glucose est-il actif durant les phases très précoces de la 
phagocytose ? 

 





Matériels et Méthodes 



 



I. Souches, milieux et conditions de culture 
A. Les levures  

1. Souches 

2. Milieux 
 

3. Conditions de culture 

a) Tester le dimorphisme 
 

b) Analyser la croissance au TECAN 
 



c) Analyser la croissance en hypoxie 
 

d) Analyser les variations du niveau d’expression des transcrits 
 



B. Les bactéries 

α



II. Méthodes de génétique et de biologie moléculaire 
A. Transformation  

1. Transformation des levures par la méthode du lithium acétate 
 

2. Transformation des bactéries 

a) Préparation des cellules compétentes 
 



b) Transformation bactérienne par choc thermique 
 

α

B. Construction des souches mutantes de C. albicans  
 



1. Construction du mutant Cahxk2Δ/Δ 
 



 

2. Complémentation de la mutation Cahxk2Δ/Δ 
 

 

3. Construction du mutant Caglk1Δ/Δ par « Short Flanking Homology » 
 

4. Construction du double mutant Caglk1glk4Δ/Δ 
 

 



5. Construction du double mutant Caglk1hxk2 et du triple mutant 
Caglk1glk4hxk2Δ/Δ  

 

 

6. Construction des mutants HXK2D210A, HXK2T15A et HXK2ΔK6F16 par 
mutagenèse dirigée 

 





7. Construction des souches CaHXK2, CaGLK1 et CaGLK4 portant un tag GFP 
en C-terminal 

 

C. Extraction, amplification, purification et quantification des acides 
nucléiques 

1. ADN génomique de levure 
 

2. ADN plasmidique d’E. coli 
 

α



3. Amplification de séquence d’ADN par PCR 
 

 

4. Extraction des ARNs totaux de levure par la méthode du phénol acide et 
synthèse des ADNs complémentaires 

a) Extraction des ARNs totaux 
 



b) Contrôle de la qualité des ARNs extraits  
 

c) Traitement des ARNs à la DNAse Ambion 
 



d) Réverse transcription : la synthèse des ADN complémentaires 
 

5. Quantification des transcrits par qPCR 

a)
 



b) La réaction de qPCR 
 



c) Quantification des transcrits par ddPCR 
 

III. Techniques de biochimie 
A. Extraction des protéines en conditions natives 

 



B. Dosage de l’activité hexose kinase 
 

ε
ε

C. Extraction des protéines en conditions dénaturantes 



D. Western-Blot 

E. Dosage de la concentration en glucose 

IV. Méthodes d’infection  
A. Infection des larves de Galleria mellonella avec C. albicans 



B. Infection des macrophages de souris (J774) par C. albicans 

1. Préparation des levures et des macrophages en vue de 
l’infection 



2. Analyse de l’infection des macrophages par cytométrie en flux 

3. Analyse de l’internalisation des levures par fluorimétrie  



4. Extraction des levures internalisées 

V. Méthodes cellulaires : la microscopie à fluorescence 



VI. Protocoles d’adhésion et d’évaluation de la 
biomasse du biofilm 
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