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Implication de la voie de N-acétylation dans la détoxication des amines 
aromatiques chez deux champignons filamenteux. 
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     L’accumulation de xénobiotiques anthropiques dans les milieux naturels est un problème récurrent. Pour se défendre contre les effets toxiques de ces polluants les êtres 
vivants utilisent plusieurs voies métaboliques dont la voie de N-acétylation catalysée par les arylamine N-acétyltransférases (NAT). Les NATs, membres de la famille des 
enzymes du métabolisme des xénobiotiques, catalysent le transfert d’un groupement acétyl de l’acétyl-coenzyme A sur les amines aromatiques (AA), contribuant ainsi à leur 
détoxication. De précédents travaux ont montré que l’ascomycète Podospora anserina pourrait détoxiquer efficacement des composés de type AA grâce à son activité NAT. 
Un premier criblage effectué sur sept champignons possédant des gènes NAT, a permis de sélectionné deux champignons communément retrouvés dans les sols : T. reesei 
[(HYPJE)NAT1] et le champignon X [(X)NAT1/2]. Le travail présenté ici a permis de caractériser biochimiquement ces enzymes et d’étudier leur implication dans la 
détoxication des AA.  

Introduction 

Tolérance aux amines aromatiques  

Figure 1 : Tolérance de T. reesei et du champignon X à la 3,4-DCA, une amine aromatique toxique. A) Les souches ont été cultivées sur le 
milieu M2 agar complémenté par de la 3,4-DCA ou de l’acétyl-3,4-DCA à la concentration indiquée. Les photographies ont été prises après 
3 jours de culture à 27°C. B) Taux de croissance de T. reesei et du champignon X en présence de concentrations croissantes de 3,4-DCA ou 
d’acétyl-3,4-DCA. Les valeurs présentées sont la moyenne d’un triplicat d’expériences indépendantes ± ET. *p < 0.05 versus témoin. ND: 
non détecté. 

 T. reesei est plus tolérant que le champignon X à de fortes concentrations de 3,4-DCA (dérivé de 
pesticide). L’acétylation de l’AA augmente la tolérance des deux champignons à cette molécule.  

 

 Hypothèse : la voie de N-acétylation pourrait être l’un des mécanismes de défense employé par ces 
deux champignons pour résister  aux AA. 

A 

Biotransformation in vivo 

Figure 3 : Acétylation in vivo d’AA par T. reesei et le champignon X. A) N-acétylation du 2-AF dans les lysats fongiques. Les activités ont 
été mesurées par HPLC après lyse du mycélium, avec 1 mM de 2-AF et 1 mM d’AcCoA. Les données présentées correspondent à la 
moyenne ± ET de trois expériences indépendantes. B) T. reesei et le champignon X ont été cultivés dans du milieu liquide complémenté 
par 250 µM de 3,4-DCA. A différents temps, la 3,4-DCA et l’acétyl-3,4-DCA ont été détectés dans le milieu de culture et quantifiés par 
HPLC. Les données tiennent compte de la dégradation abiotique des composés et correspondent à la moyenne ± ET de trois expériences 
indépendantes. C) T. reesei et le champignon X ont été inoculés dans un sol stérile contaminé par de la 3,4-DCA (20 mg.kg-  1). A différents 
temps, la 3,4-DCA et l’acétyl-3,4-DCA ont été extraits d’aliquotes de sol et analysés par HPLC. Les données présentées correspondent à la 
moyenne ± ET de trois expériences indépendantes. 

 Activité NAT AcCoA-dépendante détectée dans les lysats fongiques : NAT exprimées et 
fonctionnelles chez les deux espèces (Fig. 3A) 
 

 Le champignon X, contrairement à T. reesei, privilégie l’utilisation de la voie de N-acétylation  
pour le métabolisme des AA. (Fig. 3 B et C) 

Complémentation de P. anserina ∆NAT1/2  
par (HYPJE)NAT1 et (X)NAT1  

 

Figure 4 : Contribution des enzymes (HYPJE)NAT1 et (X)NAT1 dans la tolérance au 3,4-DCA. A) Tolérance de P. anserina WT, P. 
anserina ∆(PODAS)NAT1/2 et P. anserina ∆(PODAS)NAT1/2–(HYPJE)NAT1 ou –(X)NAT1/2 à la 3,4-DCA. Les souches ont été 
cultivées sur du milieu M2 agar complémenté par de la 3,4-DCA (0 or 200 µM). B) N-acétylation du 2-AF dans les lysats 
fongiques. Les activités ont été mesurées par HPLC après lyse du mycélium avec 1 mM de 2-AF et 1 mM d’AcCoA. Les données 
présentées correspondent à la moyenne ± ET de trois expériences indépendantes.  
 

 

 L’expression de l’isoforme NAT1 du champignon X ou de T. reesei chez P. anserina 
∆(PODAS)NAT1/2 a permis de rétablir la résistance vis-à-vis du 3,4-DCA ainsi qu’une activité NAT 
endogène similaire à celle obtenue avec P. anserina WT  (Fig. 4 A et B).    
 

(HYPJE)NAT1 et (X)NAT1 ont donc clairement un rôle dans la tolérance  aux  AA chez T. reesei et 
le champignon X.  

 

Caractérisation fonctionnelle des enzymes recombinantes 
(HYPJE)NAT1 et (X)NAT1  

Figure 2 : Efficacité catalytique de (X)NAT1 et (HYPJE)NAT1 envers divers substrats typiques des NATs. Les activités ont été 
mesurées avec le test au DTNB. Ce test permet de quantifier le taux d’hydrolyse de l’AcCoA (400 µM) en présence de l’AA. Les  
Vmax et Km apparents ont été déterminés à partir de l’équation de Michaelis-Menten. Trois expériences indépendantes ont été 
réalisées, les erreurs des valeurs obtenues ne dépassent pas ± 5 %. 3,5-DCA : 3,5-(dichloroaniline); 4-IPA : 4-isopropylaniline; 
BZ : benzidine; HDZ : hydralazine; 5-AS : 5-aminosalicylate; 2-AF : 2-aminofluorene; 4-IA : 4-iodoaniline. 

 Les deux NAT présentent la même spécificité de substrat.  
 

 L’efficacité catalytique de (X)NAT1 est nettement supérieure à celle de (HYPJE)NAT1 
pour les 8 substrats testés.   

 

 (X)NAT2 ne présente pas d’activité NAT AcCoA-dépendante. 
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 Conclusion 
 

    Les NATs sont des enzymes du métabolisme des xénobiotiques qui jouent un rôle important dans la détoxication de nombreux polluants tels que les produits chimiques, 
les colorants, les médicaments et les dérivés de pesticides. Nous avons démontré ici que T. reesei et le champignon X possèdent des enzymes NAT fonctionnelles actives 
contre divers substrats anthropiques. Bien que T. reesei soit plus tolérant aux AA que le champignon X, la caractérisation enzymatique in vitro de leur NAT a montré que 
(X)NAT1 a une efficacité catalytique supérieure à celle de (HYPJE)NAT1. Ces résultats ont été confirmés par des études in vivo : les deux espèces métabolisent efficacement 
la 3,4-DCA mais seul le champignon X utilise la voie de N-acétylation comme mécanisme majeur de détoxication. La complémentation de la souche P. anserina 
∆(PODAS)NAT1/2 par (HYPJE)NAT1 ou (X)NAT1 démontre néanmoins l’importance des NATs dans la détoxication des  AA chez ces deux champignons.  


