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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE







A. Partie 1: Oenococcus oenune bactérie du vin

De tows temps et dans toutes les civilisations, le vin a eu un impact économique et culturel
important. Des le Néolithique (5406 000 avant J. C.), de | 6actuel
Orient, on retrouve des traces de boissons issues de la fermentation spdatpattes baies

(raisins et aubépine@ylcGovernet al, 2017,2013,1997 et 1996 Cependan; e ndest quobe
le IVe et le llle millénaires avant J.C., au niveau des plaines transcaucasiennes, que la vigne
aurait été domestiquée pour la premiere flérs France, l'introduction de la vigne remonte au

Xllle siécle avant notre ere, au niveau du bassin méditerranéen. Au fil des siécles, la culture de

la vigne s'est étendue pour coloniser divers territoires jusqu'a atteindre sa localisation actuelle
(McGovernet al, 2013) Bien que la production et la consommation de vin soient anciennes,

la science du vin et la compréhension des principes de la vinification n'ont été étudiés de

maniere approfondie que dans la seconde moitié du XIXe siecle.

l1Le vin un milieu compl exe

Le vin e s tOrgahi@atianintéernatpreedr de la\digne et du vin (OIV) comme une

boi sson al58wa.) résslténede (a@rm@ntation alcoolique partielle ou compléte

de raisirs (frais, foulés ou non) ou du mo(t deisirs. Léensemble des ®t ape
passer de la baie de raisin au vin est la vinification ecestmp o s ®e maj or i t ai r
di zaine do®tapes all ant de | a veocuwsadeges - | a
processus de vinification, la grande majorité des vins connait deux étapes de fermentation. La
premiére, universelle, est la fermentation alcoolique, effectuée par les levures. La seconde,

facultative, la fermentation malolactique, est ré&aipar des bactéries lactiques.
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*Facultatif

Figure 1: Processus simplifié devinification, d 0 @ilgSernast al. (2018)
Réalisée aveBiorender

a.Fermentations du jus de raisins en vin

Tout d 6 aférmentdtion alcamlique réalisée par les levurpsincipalementpar
Saccharomyceserevisiae permet de dégrader les sucres en aldooleffet, leglucose ete
fructosecontenus dans la baie de raisin vont @ttesphorylégpuis réduits en pyruvatous

| 6 act i onetddbea |kd onlaasseess . skraenspitg décaxbaxykerédiiitonalco®@

sous | 6déshydrogénased(feigure 2). A la fin de cette réaction cataboligea ut r e s
composés sont également produits comme le glycérol ou le dioxyde de carbehest(CO
peuvent impacter les caractéristiques organoleptiques du produit fini, particulierement en
présence de sulfitgqmerine & Berg, 198Q)Ensuite dans la tres grande majorité des vins
rouges, les bactéries lactiques, principalem@enococcus oeniBartowsky & Borneman,
2011)vont d®gr ader | 6 aci dersdaaeelte fayroeatatiennlertmlaté de | a
est décarboxyléen-Lact at e par | 6enzyme mal ol acti que e
et manganese) (Figure 3)es différentes étapes de la FML et son impact sur les qualités
organoleptiques du vin seror@spectivemendlétaillés dans Iparagraphe 11.C.2.a et 11.A.2.b

de ce manuscrit.
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b.Caract®ristiques du milieu vin

L'ensemble du processus de vinificatiest | 6origine des <caetact ®r i

physicachimiques du vin(Cortezet al, 2009); ces derniéres pouvaaftfecter la croissance
des micreorganisme. En effet, les acides fixes et volatiles, le dioxyde de soufre, les sulfates
et l'alcool, ainsi quéa déplétionensucres rendent le vin particulierement hostile et stressant

pour ledéveloppement des organismes

Les différentsacides organiquesu volatils(tartrique, malique, citrigueacétique, succinique

ou lactiqué présets dans leraisin ou produits lors des étapes de fermentafidihsla-Moura

et al, 2011 Sarkaretal, 2018) s ont dupH Hasnresug damsele vifentre 2,7 et 4)
(Bartowsky, 2005; Cortezt al, 2009; LafonLafourcadeet al, 1983) Egalement, la
dégradation des sucres &lgool durant la fermentation alcoolique a pour conséquendé de
diminuer laquantité de sucre (5 g/L a 64 g/L) et(ii) d 6 au g me nt eéthanolddet a u x
8% a 15%) du produit fini(Cortezet al, 2009) Enfin,i | n 6 e s selondaavelonté dur e  (
vigneror) de retrouvedu dioxyde de soufre sous forme libre ou fixéx(aucres, aldéhydes ou

kétones) en quantg&ariables (Roullier-Gall et al, 2017)

2La bact®rOendaxcdadcwygueoeni

¢

Des le XIXéme siécle Pasteuret MHBhh ur gau ont sugg®r ® que | dac

l e vin est produit par d e s , dorant lesRpracéslés de par

vinification. Ces travaux ont posé les bases de la fermentation malolg&art@vsky, 2005;
Pasteur, 187Mdller-Thurgauet al,. 189). Plusieurs décennigdus tard au milieu des années
1960, | 6esp ce bact®rienne majoritairement
isolée a partir de vins californigrfrancais et australisipuis caractérisé@arvie, 1967)Cette
espéecea d 6 abor d Le&toBostocmengs®ieses similarités phénotypiques avec le
genre Leuconostoc Puis, en 1995, elle a été reclass@ns un nouveau genre, le genre

Oenococcuset rebaptisé®enococcus oerfBartowsky, 2005; Dickst al, 1995)



a.lnformg®n@®@sad®e oeni

O. oeniest une bactérie a Grapositif, retrouvée sous forme de diplocoques parfois arrangés

en chainettes plus ou moins longyégure4 ) . Au niveau de son m®t
bactérie catalase positive, micro aérophile (développement optimal en présence de faible
concentration en oxygene) et hétégomentaire capablde produiredu CQ, de I'éthanol, de

l'acide acétiquede | ' ac®t al d®hyde et de | 6dacide | act
(Bartowsky, 2005; Dicket al, 1995) Cependanten se spécialisant a son environnement,

oenia perdu de nombreuses voies de biosynthéeesnant auxotrophe pour de nombreux
acides amin®s, vitamines ou cofacteurs. Du p
un petit génome (environ,8 Mb) avec un nombre faible de copge | 6 op®r on ARN
comparaison aux autres bactéries lactiquésci pourrait éventuellemengxpliquer la

cr oi s s a nCaenjtaasmsonenvidobnement naturel (surface des fruits comme le raisin,

les baies, les pommes ou les poilgsrentzen & Lucas, 2019)

Cependant si sa pr®sence est l'i mit ®e sur | e
fermentation alcoolique gr-©e®), sal §BB8)itedi tt ®I
auxtempératurebasse (16-18°C) et aux intrants chimiques comme les sulfitesl@Dmg/L)

(Daviset al, 1985; Dickset al, 1995; Spano & Massa, 200®e plus, elle peut consommer

les nutriments prodwp ar | 6 aut o l(lysvaudklureek 1999 vur e s

Cette especéactérienneest donc parfaitement adaptée au vin ou aux boissons fegmenté
comme le cidre, la kombucha, ou elle est également retrdlbeéentzen & Lucas, 2019;
Zaniratiet al, 2015)

Figure 4: Ch a i n eQ. beni obdedvée en microscopie électronique a balayadPlateforme
DimacCell).



b.Son r*|l éedamesthai on mal ol acti que

Considérée comme la reine de la ca@e,oeniest un microorganisme clé dans la FML
(Grandvalet, 2017)Du point de vue du vinla fermentation malolactique permet la
désacidificationdes vins rouges ele certains vins blancs, ayant un faible pH. Ces vins acides

sont principalement produits dans les régions a climats ffGasloniet al, 2021; Liu, 2002)

Loacide malique est un diacide pouvant [ i b«
revanche, | 6acide | actique issu de | a d®carhb
(Figure3) . Le passage de ce diacide en monoaci de

déenvirlon( dgdg®@Bqugi/val ent en acide tartrique) [
(Vicenteet al, 2022)ce quiapoureffad 6 augment er | @,2pniEegSalemasti n de
al., 1996)

OQutre | a diminution de | 6aci édaen®ntedtabilisdrer me nt
microbiologiquement le vin (Kunkee, 1991) La compétition exercée p&. oenisur la

di sponibilit® en nutri ments (acides organi (
développement des micarganismes nuisibles et la refermentation du vin en f(t ou en bouteille
(Vicenteet al, 2022)

Enfin, en raison de | 6 a&cadendesptr@@ceaimr syematsi gqoa r d
métabolisés durant la fermentation malolactijqpegmettant alorsd 6 a u g mecomplexité | a
aromatique des vins(Amerine & Berg, 1980; Bartowsky, 2005; Bartowsky & Borneman,

2011; Kunkee, 1991; Lorentzen & Lucas, 201@ar exemple dans E€hardonnay, le Pinot

Noir ou le Cabernet Sauvignodifférents composés aromatiques sont produits. Parmi ces
compos ®s, |l es compos®s volatils d®riv®s des
sontcewcontribbent | e plus ° | daromaticit® des Vvins,
rouges)(Capozziet al, 2021; Costelleet al, 2013) Les thiols volatils, issidu métabolisme

de | a m®t hi onine, des activit®s glycosidases
fruit®s (fruits exotiques/ agrumes). -La d®c
butanedione) permefuant aelled bapporter des arl!mes de beurr
préserg en faible concentratio(Capozziet al, 2021; GitSanchezt al, 2019; Nielsen &

Richelieu, 1999; Vicentet al, 2022) Enfin, des notes de chocolat ou de torréfaghieavent

également étre retrouvés lors du métabolisme des acides aminés @nfredlicolauet al,

2004)



B.Partie 2: Impactdel 6 aci di t ® e surlapghysiblogedds du v
micro-organismes focus sur les protéines cellulaires et les

membranes

11 nfl waainwe n sur | a pbyghaol esgmes des

Léensemble des caract®ristiques physicochim
micro-organismes. Le virestun milieu hostiled % | 6 a u gocompogéatoxigoes d e
produits par le métabolisme @& cerevisiadels que descides faiblesgestoxines,ou de

| éhanol. La disponibilité en oxygéne et en nutriragaticres, azotes, vitaminediminue
égalementnotamment d( a la concurrence entre les rocganismes & leur consommation

en début de fermentation alcoolique. Par ailleupstésene ®v ent uel | e ddédoxyde
(SO peut limiter la croissance des miasgganismegHolm Hanseret al, 2001; Liuet al,

2016; Nissen & Arneborg, 2003; Péidevadoet al, 2006)

ConcernanO. oenjlapes ence d6®t hanol, | 6acidit® et | a t
entrainent des dommages a différents niveaux de la cellule. La membrane plasmique et certaines
protéinescellulaires dont celles impliqguées dans le métabolispeyvent étraaltéréesPar

exemple, a basse température (< 20°C) la membrane se ri{fgifiey & Gervais, 2001; Chu

Ky et al, 2005; TourdoMaréchalet al, 2000) " | aneaugneenttore dela fluidité
membranaire st obser v®e e ChyKy e al,e2005)eCesdnddifitatonsode

fluidité membranairent pour effet dgerturker le flux membranaire de nutriments/déchets

tout endissipantla forceproton motricd D 6 A rei ak 2006; Olguiret al, 2009) Cela induit

un ralentissement du métabolisme cellulaire. Par exertgl®manque de nutrimentsu la

présence de sulfitegiui peuvent se liemvec différerd métabolites (pyruvate, glucose,
acétaldéhyde notamment)imitent la quantité desubstras disponiblesdans lesvoies
métaboliquesDe méme, IO, présent dans le vin, penhiberl 6 act i on de cert ai
comme la glycéraldéhyd@phosphate déshydrogénase (GAPDH), I'ATPase, Ialcool
déshydrogénase ou la NAdfutamate déshydrogénase, impligaéespectivement dans la

gl ycolyse ou | e (H@rea®Hvolzer, 498& Ramlene & BokoCK, 1969;
Schimz & Holzer, 1979)rdentissant la encore le métabolisme cellulagtecomprometant

fortement la viabilité des cellulé€isilotto et al, 2021; Gonzalez & Morales, 2028nfin, les
protéinesytoplasmiquepeuvenegalemenétredénaturéesaffectanteur fonction eta survie

de la cellulg D 6 A rei at, 2006)



Léensembl e de ces modiégdlementécritegpaurlgs Aresimiorb o gi q u
organismeglevure ou bactérig)résentslans le vir(Cisilottoet al, 2021; Gonzalez & Morales,
2022; Park & Hwang, 2008; Piper, 1995; Swan & Watson, 1997)

2Infl uemrcel es prot®i nes cellul aires

Les protéinesgrace a lews diverses fonctiongstructurelles, biochimiques, communication,

o

chaper on,nsent deemottc@ules dél ans | e v iéwedandtionnellsfcesn d
protéines doivent conserver une structure et un arrangement opbauas. le vin,la
temp®rature, | a pr ®s ence dublastructoralds protéineeenn c or e

modifiant les interactions physiques entrarsatomes.

a.Rappel sur | 6organisation structurelle

i . Ni vedhau structures des prot®i nes

La description des diff®rents niveaux struc
introduite des le milieu du XXéeme siéecle par Kaj Ulrik Linderstrzang (LinderstromLang,

1952) La séquence en acides aminés de la chaine polypeptidique (structure primaire), et plus
particulierement les propriétés physidamiques de chaque acide aminé permettent son
repliement en une structure tri ditma msi. o mDalblc
les interactions entre les groupes aminl$i) et carboxyles-COOH) induisent un repliement

de la chaine polypeptidique en structures secondaires caractégstejlaeque | es h®I i ¢
ou |l es feuillets b. Ces structures secondair
structure tridimensionnelle complexe définissansstiaicture tertiaire des protéines. Enfin,

di ff®r entes chaines polypeptidiqgues peuvent

protéiques définis comme la structure quaternaire des protéines (Figure 5).
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Figure 5: Organisation structurale des protéines de | a s®quence en aci des
| 6ol i gom re.
La structure primaire des protéinesse d ®f i nit comme | a s®quence
compose la chaine polypeptidiquees vingt acides aminé o mpos ant | 6ensem

protéinessont liés, un a un dans un ordre précis, pour former une longue chaine peptidique,
capable de se replier et dQgegrécs auxaacteristigues f on c 1

physicachimiques particulieres de chaque acide an(iRgure 6).

Léune des caract®ristiques | es plus commune
latérale, qui peut ou non former des liaisons hydrogénes. Tous les acides aminés capables de
former des liaisons hydrogénes au niveau de leur chaine |lagérdlelitspolaires (cystéine,

serine, thréonine, asparagine, glutamine, tyrosine, histidine, arginine, lysine, acide aspartique

et acide glutamique), les autres, incapalsiest alors ditapolaires (Fisher, 1964; Volkenstein,

11



1965) Les larges résidus apolare o n t maj oritairement retrouv®:
tridimensionnelle de la protéirfazad, 2107; Fisher, 1964; Schulz & Schirmer, 2013)

Les variationgle structuresur la chaine latérale (nombre de carbones et ramification) affectent

la flexibilité des résidus. Plus la taille de la chaine latérale est courte plus le résidu est flexible.

A | 6inverse, | a gaugBentetacigiditéddes rasid{®rhufz i& Schitmierp n
2013) Le taux de rigidité de la chaine latérale est crucial dans le repliement des protéines. Plus
la structure sera rigide, plus facilement la chaine carbonée se repliera dans une position donnée
(Ellington & Cherry, 1996; Najmanovict al,, 2000)

Certains acides aminés peuvent également porter des groupements métagidasaming
aromatiques) ousoufrés Les résidus aromatiques comme la phénylalanine, le tryptophane ou

la tyrosine, ont un encombrement stérique et une rigidité impor{Botatenet al, 2016;

Schulz & Schirmer, 2013) es résidus soufrés, comme la méthionine ou la cystéine peuvent
localement soit modifier la charge du résidu (méthionge#)i ndui re | 6i nteract
molécules de soufre libres pour former des ponts disulfures (cystéine). Dans les deux cas cela

impactla forme et influence le repliement de la protgiBehulz & Schirmer, 2013)

La charge portée par les acides aminés joue également un réle dans la structuration des
protéines. Si a pH physiologique, la majorité des résidus sont neutres, certains affichent une
charge nettpositve, comme | a | ysine, | 6arlgdiarciindee acaws plabrt
ou | 6aci de gl ut aégativeul estimténessant de @otec quala apane latérale

de la tyrosine (neutre) se comporte comme si elle était chargée positiveangluipart de ces

résidus sontetrouvés a la surfacke la protéine et participent grandement a la liaison entres les
acides aminégAzad, 217; Larsen, 1980; Schulz & Schirmer, 2013)

Enfinnc haque acide amin® a une affinit® plus ou
résidus hydrophobes comme | 6al anine, l a glycine, | a
| eucine, | a m®t hi onine ou | es acides amin®s

majoritairement trouvés au centre des protéfadsgton & Cherry, 1996)

Léensemble des propri ®t ®s chimigues des aci
protéigues de structures différentes, de maniére intra ou-praifique. Cela étant
respectivement essentiel a la formation des striss@@ndaire, tertiaire puis quaternaire des

protéines.
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plusieurs caractéristiques

La structure secondaire des protéinesst défine ¢ o mme |

polypeptidique grace aux interactions entre les acides aminés. Chaque structure secondaire est

| i ®e au couple de valeurs 0 et aqa (a
| 6angl e d-€)desmngkef o om®LUdans | 6interact .
physique et chimique des r®sidus

q
(Schulz & Schirmer, 2013)

ne

sont sspdsavmpad sialnite al or s |
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Si tous les angles formés entre les résidus sont identiques, la chaine polypeptidique est décrite
comme linéaire. Elle forme une boucle nonerhélice (Edsall, 1952; Eisenberg, 2003; Pauling

et al, 1951; Schulz & Schirmer, 2013) Les h®Il i ces U, |l es plus ab
sont favorisées grace a leur trés grande stabilité. Cette stabilité résulte en partie des interactions
deVan der Walls permises par les faibles énergies géomét(inergie potentielle) et le rayon

(2,3 A, 3,6 residus/ 13 atomes par tour) de ces hélPgs.a ut r e s h ®lcdmme Iss, pl us
hélices 30 ( 1,9 A, 3 résidus/ 10 atomes par tour) ou plus lage mme | es 8A®I i ces
4,4 résidus/ 16 atomes par tpusont égalementhéoriquementobservables. Mais leur
géométrie défavorablénergie potentielleles rendent moins stables et donc plus rares ou
quasimentnexistantes dans les protéin&hulz & Schirmer, 2013)

Les chaines polypeptidiques | in®aires peuve.
liaisons hydrogénes, pour former une structure rigide en accordéon ndeuiiée (Edsall,

1952; Eisenberg, 2003)Selon leur natuteles feuillets peuvent étres soit paralléles (le
groupement amide doéun brin est l i ® <@ gr our
groupement amide doéun bri n eibenestde ®éma pourder oup e
groupement carbonyl) oumide Ces structures (notamment | es
rigides et stabl es qu érteientsrgahd@d darts des prdi€ines o n t (
(Pauling & Corey, 1951, 1953; Schulz & Schirmer, 2013)

Des liaisons hydrogénes entre des résidus voisins peuvent également formérage
prononcé au niveaueda chaine polypeptidigugommécoude Ces coudes, majoritairement
préserg” | a surface des prot® nes sont ®gal emen

soient moins stables que les hélices et les feu{Betisulz & Schirmer, 2013)

Enfin, sur certains segments de la chaine polypeptidiguesu d 6 i sehtes les césidu® n

sont observés. Ces segments, plutét flexibles, sont alors classés nomsteicturés.

La structure tertiaire des protéinesse d ®f i nit comme | 6arrangement

pol ypeptidique dans | 6espace. Elle est |l a r¢
(i) entre elles ou (ii) avec des segments non struc{d&sj & Blundell, 1984; Daggett &

Fersht, 2003; Eisenhabet al, 1995; Frauenfelder, 20l@} es i nt er acti ons, do
hydrophobes, hydrogénes, de Van der Walls ou formant des ponts disulfures permettent

d 6 0o b t estructure tudimmensionnelle compacte et trés st@bilenhabeet al, 1995)

14



Comme <cbest |l e cas pour | a structure second
probabl es (figue 7)ktOréporidentgenéralement a des contraintes similaires
induites par la nature des®s i dus . La principale contraint e
appligué sur la structure doit étre mininedllocalementompensé par les autres interactions

dans le reste de la structBajaj & Blundell, 1984)Par exemple, le centre de la quiadalité

des prot®i nes est compos® de r ®sidus apol air
la chaine carbonée crée alors des zones particulieres (site actif) comme des sillons hydrophobes,
des domaineschargé ou autres qui peuvent °tre 7 |l 06or
(Frauenfelder, 2010; Orenget al, 1997) C6 e st pour cel a, gnee | es
homologienon apparentéee structuresprimairesont un role biologique similaire. Il est
intéressant de noter que de mémes contraintes pegivennduites par des résidus différents

mai s similaires. Par exemple |l a ph®nyl al ani
respectivement de méme nature physiconique, ont un impact similaire sur la structure de

la protéine. Ceci explique que da®téines ayant une forte hétérogénéité de séquence peuvent
®gal ement partager une structure tertiaire
notamment le cas pour les protéines de stress therifiiqugett & Fersht, 2003; Eisenhaber

et al, 1995; Frauenfelder, 2010)
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Figure 7 : Classification hiérarchique des structures de domaines protéiqué¢SS*: Structure
secondaire), issue de Orergjaal, 1997

La structure gquaternaire des protéiness t

d®f i ni e comme | 6associ .
chaines peptidiques (sous unités de structure tertiaire) entre elles par des interactions de nature

nortcovalente au niveau de domaines complémestéitiotz et al, 1970; Sund & Weber,

1966; Yuet al, 2006) L6associ ation des <chaines polypep

oligomériques) est tres frequente dans la nature. Ces protéines oligomériques se divisent en

deux groupes. Les protéineshomd i gom®r i ques Si | 6ensembl e

ou les protéines hétéroligomériques si elles sont faites de différentes sous uMtést al,
2006) Léensembl e

de

des prot ®i nes ol i gom®ri ques

complexes oligomériques, du dimere (2 sous unités) au tres large oligdda@rast al,, 2008;

Yu et al, 2006) Cela permet de former des molécules ayant une conformation stable. De plus,

|l a majorit®s des

prot® nes oligom®rigues son
en complexsoligomériques de différentes tailléaninet al, 2008)
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La disposition des sous unités peut se faire de différentes facons selon le nombre de sous unités.
Pour la tres grande majorité des protéines oligomérigtress types d'arrangements

géomeétriques sont possiblesyclique, diédrique ou cubique.

Léarrangement cycliqgue est | e plus cou-rant e
b°che autour doéun cercle, formant un pp®!l ygon
déun nombre impair ou de seulement deux sou
(organisation sur deux plan perpendiculaiees) | 6 ar r an g e meossiblsquelsii que n

le nombre de sous un@ést pair. Cependant pour former un cube, il faut un minimum (ou un
multiple) de 12 sous unités. Cet arramgat est par conséquent relativement (tetz et al,
1970)

L6organi sat i cepardep arotéined aigoraédoogs tpermet la formation de
domai nes (comme cbest | e cas pour | es struct
molécules (ADN, ARN, phospholipides, etc.) peuvent interagir. La structure quatateaire
protéines est donc étroitement liée aux diverses fonctions biologiques (métabolismes,
transduction des signaux, systemes de régulationsgatcBs protéinepeuvent avoifYu et

al., 2006)

ii .Forces et |l iaisons impliqgu®es dans | :
Léorganisation spatiale des prot®i nes est | €
sboptenteres | es r®sidus. Lorsquodoell es se prod
n®cessitent ni r®action chi mi guwencovalentpsdir t ag e

est toutefois important de noter que ces interactions impliquent des interactions de nature
électromagnétique. Plusieuty p e s d 0 is intergienaeatt dans da structuration des
protéines les interactions devan der Walls, les liaisons hydrogénes, les interactions
électrostatiques et les liaisons hydrophdlbesshikoff, 2021)Figure 8).
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Figure 8 : For ces d o6 liaisonseimpiqoées dans & stredturation des protéines
adaptée de&éreyet al, (2009) Réalisée aveBiorender.

Les interactions d&an der Walls sont caractérisées par le contacbarte distancel 6 at o me s
proches. Dans cette catégadi®d i n t ese teosvent lesrorces de dispersiatte répulsioa

et électrostatiqued-rauenfelder, 2010).es atomes pris dans ces interactions se comportent, a
faible distance, comme des dipbles oscillants qui permettent, en se polarisant, leur attraction
mutuelle La charge positive d'un des dip$édtire les électrons vers elle (acide de Lewis), alors

gue | a charge n®gative de | 6autre diptle 1|e
faible intensité(Bhagavan, 2002; Frauenfelder, 201B)en que de nature trés faible ces
interactions sont nombreuses dans les protéines, particulierement au niveau des structures non
polaires.De plus, & les dipbles sont alignédes interactions de Van der Walleyvent

s O0addideiguranforce ésforcsde | 6i nteracti on. Par exemg
di ptl es tendent sérlaferinaibnidg stractureeantiparallef@ahuln& i
Schirmer, 2013)Les forces de dispersiomoins sensibles aux caractéres polaires du résedu
produisent également naturellement entre deux atdemés, desliaisons électrostatiquest

i oni ques peuvent ®gal ement se former entre
opposée. Ces liaisons sont principalement retrouvées entre les résidus chargés positivement de

|l a chaine | at®rale (comme | a négasvener (comnar gi ni
| 6aci de aspar t (Blopgagan, 20@02)Selbrnulds aamditigns enyironnementales

dans lesquelles se trouvent les protéines, les interactions ioniques peuvent étre fortes et
stabiliser | 0efFsacemibldee200p | a pr ot ®i ne
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Lesliaisons hydrogenessont importantes dans la structuration des protéprex;ipalement

dans la formation des structures secondaires. Elles sont principalement de nature électrostatique

et permettent la liaison des atomes les plus électronéggtdsienfelder, 2010)Elles se
formentexclusivement entre les électrors datome électronégatifst un hydrogene par des

liaisons électrostatiquesdlat o me et sdntogénérdlemerg prockes et sur le méme

pl an. Par e x e pngsénesur lel giupgntHnt®d ey matodaedonfeur de liaison
hydrogene) etds® 1 e ct r o n s oxygeneld@yraupemarearkeriyle (atome accepteur

de | iaison hydrog ne) de deux <chaindss car bc
liaisons hydrogéerepeuventégalemense produirea v e ¢ dgdoapementeésent sur les

résidus notamment avec les cycles phénols (tyrosine, phénylalanine), les résidus soufrés
(méthionine, cystéine), les groupeneelcool (serine, thréonine, tyrosine) ou les esters
(Bhagavan, 2002)Ces liaisonscomme les liaisonglectrostatiquespnt tendance a étre

alignées maiont unef or ce doéi nt er ac €Catotne bfioernc ep | dudsi nft cerr
déai | d dimimuer,lorsque les liaisons sont désalignées. A cause des contraintes
géomeétriques existant entre les résidusype de liaisorest assez commun dans les protéines,
particulieremenentreles amides dies groupes hydroxylggésentsur la chaine latérale des
résidug(Bhagavan, 2002; Frauenfelder, 2010; Schulz & Schirmer, 2013)

Bien qudil ne sb6bagisse prdaudaen!| parsags do6@l
interactions hydrophobessont largement décrites dans la structuration des protéines. Ces
interactions se font au niveau des résidus apsldeschaines latérales (résidus aromatiques)

|l orsque |l es r®sidus sont dans un environneme
' i mi ter | eur (Bhagavim 2002) es pretéined farmeesont alors une structure

globulaire relativement stab{€rauenfelder, 2010)

En plus de cesnteractionsnonc ov al ent es, déoautres types de
exemple, pour atteindre une configuration électronique plus stable, deux atomes peuvent
partager des électrons créant une liaison ditealente Dansles protéines, on retrouve

majoritairement ces interactions dans les liaisons créant des ponts disulfuresgfigure

Les ponts disulfures se forment entre deux résidus cystéine, principalement quand les

conditions sonbxydanes.
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Ces |l iaisons, maj dei § @ai cdhrmae mte poll yipepPp®n ide g e
une stabilité supplémentaire aux protéines déja bien repliées. Il est cependant intéressant de

noter que toutes les protéines ne possédent pas de ponts digSifimdz & Schirmer, 2013)

b.Modi fications des interactions au sein

| 6environnement

Les protéines se trouvent dans un environnement dont les propriétés sont variables
(composition ionique, température, pH, osmolaritdspg nce do6é ®t hanol , et c.
séquence en acides ansr®t er mi ne | a structure native di
| 6environnement af fectent Lossidg fai rhodificationi dee me n t
| 6environnement, |l 6i ntensi t® et | es forces ¢
(Di Stasio & De Cristofaro, 2010; Zhou & Pang, 20a8gctant aloréa structure des protéines.

La structure des protéines étant clé dans leurs fonctions biologiguest er act i on ave
molécules protéines, lipides, ADN, ARN, &g les modifications structurelles induites par

| 6 envi r on neattawfdnctiongp Stasidp & De Cristofaro, 2010; Karshikadt al,

2015; Naowarojnat al, 2021; Schulz & Schirmer, 2013)) est intéressant de noter que
certaines modifications pestductionndes, teles que la méthylation, la sulfatationla
phosphorylatiorou la glycosylationont un impact similairédNaowarojnaet al, 2021; Zhou &

Pang, 2018)

Les modifications del 6 envi ronnement entrainent une n
compromettent progressivement les liaisons des plus $abteplus fortegKarshikoff et al,

2015) Les résidushargés, polairesousoufigd 6 aspar agine, | a gl utami |
| 6arginine, |l a serine, la thr ®oni ne, l a cy
sensible. La majorité de ces résidus esipliquée dans les interactions hydrophobes et
hydrogénegZhou & Pang, 2018)Notons quda contribution des interactions hydrophobes
repr®sente jusquodo”™ 30% des forces doéinteract
reste étant majoritairement couvert par les liaisons hydrogene. De surcroit, ces résidus se
trouvent principalementu niveau des sites fonctionnels de la protéine. De cg ldait
modifications physicehimiques de ces résidusontdirectement liéga une dénaturation ou

une modulation des fonctions de la proté{Baldwin & Rose, 2016; Ferenczy & Kellermayer,

2022; Pacet al, 2014)
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Pour illustrer | 6enseamibil mi geess cihmahygietmemars Ipd

sur |l a structure des prot®i nes, prenons | Oc¢
thermique.
Lors dobébun stress oxydatif, des esp ces r ®ac

produites. Les ROS et RCS p earticutienementcBepen ot o n e |
électrors,q u e | 6 o Bur les eésidupsowrés (méthionine et cystéine). Cette déprotonation
entraine | a f or 3 gui remperntedplus aux dgraugements éhieBH)
doéointeragir ensembl e et donc deledflensmdre des
différents segments intra ou irgrotéiques nesont plus possibleconduisant alors a une
modification destructurede la protéingDi Stasio & De Cristofaro, 2010) Dbéautres r ®:
comme | 6arginine, l a | ysine, |l a prol iante, | a
avec les especes réactives, modifient leur profil électrostafitare De Weertt al, 2001)

Ceci conduit a la diminution démisonshydrogéne induisant urgertede la stabilité de la
prot® ne au niveau des structur eBdsak a3dd2z3ndai r
Eisenberg, 2003; Mulegt al, 2010; Zhou & Pang, 2018)

Un changement du pH interne, m°me de | 6ordr e
Van der Waals, hydrog ne et hydrophobes. Lor
doun r®sidu, | a proportion de ce r®sidu sous
des formes chargé positivement (pH acide) ou négativement (pH basique). Par conséquent la
proportion, respectivement, doa@Bhadawan202;de b a
Frauenfelder, 2010De nouvelles interactions peuvent alors se créer sur et entre les chaines
polypeptidiques. Dans le méme temps, certains résidus chargés vont tendre a deves)ir neutre
entrainant | 6dabolition de certaines | iaisons
entre les résidus modifient$ructures econdai re (en favorisant ou
U) et | a conformati on t ¢Nadwarajisata, 2021) Lacencare, e r n a |

l a cyst®i ne, |l es acides glutamique et aspa
particulierement sensildea ces modifications de pHvecdes valeurs de pKa pour leur chaine

latérale proche du pH physiologique des migrganismes (Tableal).
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Tableau 1 : Valeurs de pKa des acides aminés.

Valeur de pKa

Acides aminés

Groupement carboxyligueQOOH) Groupement amideNlH2)  Chaine latérale
I Glycine 2,4 I 9,8 I

Alanine 2,4 9,9

Valine 2,3 9,7

Leucine 2,3 9,7

Isoleucine 2,3 9,8

Methionine 21 9,3

Proline 2,0 10,6

Phenylalanine 2,2 9,3

Tryptophane 2,5 94

Serine 2,2 9,2

Thréonine 2,1 91

Cystéine 19 10,7 84
Tyrosine 2,2 9,2 105
Asparagine 2,1 8,7

Glutamine 2,2 91

Acide aspartique 2,0 99 39
Acide

glutamique 21 5 1
Lysine 2,2 91 105
Arginine 1,8 9,0 125
Histidine 1,8 93 6,0
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Dans le cas des stress thermiques, les parametres thermodynamiques des interactions entre les

mol ®cul es et l es r®sidus sont modi fi ®s . L 6 «
d®crites, entrent en concur r e nmeolypeptidiqgue. | 6 e nt
(Schulz & Schirmer, 2013) Cec i se traduit, en cas dobéaugme

augmentation de la vitesse de réaction de repliement des prq@liveberget al, 1995) A

cause dda diminution des interactions hydrogénesitialement observédes interactions
hydrophobesliminuent également. e s r ®si dus hydrophobes se ret
et se polarisent. Cela modifie les interactions locales au centre de la p{étarsbkikoffet al,

2015; Muleyet al, 2010; Oliveberget al, 1995; Zhou & Pang, 2018)l est néanmoins
intéressant de netque malgré la modification de la températilrest possible (bien que rare)
ddobserver des | iaisons f @arghiko$f et ale2015)oLorsne r
déune di mi nut i gun rateetissénent tes mgct®nsahermodgnamiques de la
protéine est observé. Ce ralentissement peut se traduire par une difficulté a obtenir une protéine
correctement repliée et stable.

Enfin, bien que la majorité de la littérature décrive ces phénomenes de modifications
structurelles dans | e cadre de | a perte doac
modification postraductionnelle impactant les acides aminés powar @ttives (Denget al,

2020; Gerasimaviciust al, 2022; SotomayeY¥ivas et al, 2022; Zhu & Qian, 2020)Par

exemple, les protéines impligegdans la régulation de la transcription ou la maintenance de

| 6 ADN (respectivement ,EsdHerighia colidelgnnént aetives e c A)
lors que leurs méthionines sont oxyd@éimcent & Ezraty, 2023)

3dnfl uewmcel a membrane cell ul aire

La membrane esigalemenun élément biologique indispensable au vivant. Elle est formée,

entre autres, de lipides qui, en interagissant entre eux, forment une bicouche lipidique. Cette
bicouche a pour fonction majoritaire de séparer le milieu intérieur des cellules de

| 6 e n v ientexténearnia diversité de structure induite par les différentes classes de lipides

et de prot®i nes qui |l a compose est ~ | 6origi
métabolisme cellulaire et communicationlldaire) (Bretscher, 1985; deruijff, 1987;
O6Brien, Cekpendant par sa | ocali satommsarg | a me

a étre impacté par le stress environnemental.
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Les modifications de |l a fluidit® et de | a p
mort de la cellule si les mécanismes de répoasgstresis en place ne sont pas suffisants
(Bretscher, 1985; Dowhan & Bogdanov, 2002)

a.Rappel sur | es membranes cell ul aires.

i . EIl ®ments constituant | a membrane pl a:

Les lipides composant lmembrane bactérienne sont décrits comme des molécules possédant

une partie hydrophile et une partie hydrophobe, qui sont non msdilden s | 6 eau et s
dans les solvants organiques (alcools, éthers, cét(@Bmes3cher, 1985; Fahst al, 2011) II

existe une large quantité amolécules répondant a cette description. Ces molécules sont

classées en trois groupes majeurs (Figurelé€y lipides simples, complexes ou dérivés. Les

l i pides simples, dont | 6hydrolyse donne du
dérivés)sont repr ®sent ®s par | es triglyc®rides,
lipides rares dans les membranes bactérienned es | i pi des compl exes,

ddaci des gr as o0 urasjcdrapreonernt lesgylycelipided, esasphindolipsdesget
les phospholipide@~ahyet al, 2011; Shaw, 1974)

Lipides
Lipides simples Lipides complexes Lipides dérivés

Cires (Acides gras Phospholipides  Glycolipides Caroténoides) Stérols  Terpénes

Présent chez les bactéries

Figure 9: Classifications des lipidesl 6 a PMilesi £2018)

Les phospholipides (ou glycérophospholipides) sont les lipides les plus couramment retrouvés

dans les membranes.
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I 1 s sont for m®s d o6 Bphosphate bsiidfiGel par ddsedeuy thgime®r o |
hydrocar bon®es doaci des gr as (hydrophobe)
(hydrophile) définissant la nature du phospholipiger lequel un radical variable
(éthanolamine, serine, glycérol ou choline entre autres) peut s¢Betscher, 1985; Voet &

Voet, 2016)Figure 10).

Au niveau de la téte polaird 6 a phospleatidique (PA)est le groupement le plus simple

pour un phospholipide. |l sest lecygpes ®soddanfs
deux acides gragrace a des groupements ested 6 a u t unegroypemerphosphate. En

tant que tel, il estarement retrouvé dans les membranes bactériennes. Cependant, au niveau du
groupement phosphate divers radicaux (éthanolamine, choline, glycérol ou serine) peuvent se

|l ier via |iaison phosphodiester, pe®hmettant
1974; Zhang & Rock, 2016}igure 10).

Chez | es bact®ries, | e groupement suppl ®ment
la phosphatidyléthanolamine (PE) La taille de sa téte polaire, relativement petite, lui donne

une forme de cbne. De ce faie phospholipidgoue un réle majeur dans la courbure de la

me mbr ane. De plus, coest un phoseméuwel (dapsi de q
| 6i nt er v ad7)l peut skdier pvec |a2 chaine latérale des acides aminés chargés
positivemeni{Alberts, 1989; Ansell & Spanner, 1982; Shaw, 1974; Zhang & Rock, 20&6)

glycérol est la seconde téte polaire la plus abondante formphosphatidylglycérol (PG)

Plus | arge que | 6®t hanol ami ne, la t°te pol a
cylindrique impliqué& dans la formation de la bicouche lipidique. Elle interagit également avec

les acidesaminéschagggo s i t i vement gr ©ce ~ sa charge net
la choline respectivement les tétes polaires de gdhosphatidylsérine (PS)
phosphatidylinositol (PI) et phosphatidylcholine (PC) sont moins abondanteshez les

bactéries. Cependant, elles sont nécessaires a la structure de la membrane. La
phosphatidyl s®rine, charg®e n®gativement per
et influence le transport moléculaire entre les milieux intérieur etiextéDe méme que la
phosphatidylcholine, par sa forme cylindrique, permet de fluidifier la memfZaoean, 2002;

Shaw, 1974)
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Au niveau des c:Hears strecsirestetleurs gédneétries glétearsnent la forme

du phospholipidéFonsecaet al, 2019) La longueur de la chaine la plus répandue, chez les
bactériesya del0 a 20 carbones, mais pecomprendrg usqudé”™ 90 car bones
mycobactéries. Les acides gras peuvent étres ramifiés, droits, saturés, insaturés et/ou cycliques
(Figure 10). Lescides grasramifésont un groupement m®t hyl e au
ou de -avantadermen tarbone en positimo. A | 0 i acides grasedroitsre e n
possederpas( O6 Lear y, 19.62L e sShahvegras@ivéaf égaleriemnt avoir

une moneinsaturation 4cide gras insatur@, se caractérisant par une double liaison,
généralement, au niveau du®T9et 12 carbone. La polynsaturation largement présente

chez | es eucaryotes nobdest pas acidesgrascychig@®e chez
Les acides gras <cycligues poss dent un <cyc
lactobacilique (Grogan & Cronan, 1997; Moss al, 1974; Shaw, 1974)

Les glycolipides, dont lediglycérides diglycosyléset lessucres acyléssontrépandis chez

|l es bact ®r i es. Ce sont des phospholipides
généralement retrouveés a la surface externe de la bicouche lipiBansecaet al, 2019) Des

traces de sphingolipides, de glycérides sont également retrouvées chez les bactéries
principalement sous forme deono et diglycéride¢Fahy et al, 2011; Shaw, 1974)Enfin

certains lipides, comme les stérols, sont complétement almimembranes bactériennes,

bien que lewsprécursews (dont les squalénespien présents.
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Figure 10: Structure des phospholipides majoritaires composant la membrane bactérienne

ii .Strucouganiesati on des membranes pl asrt

Léoarchitecture des <cellules Dbact®riennes es
architecture est cruci al e dLa rswwfacd megbranhilei s s e n
bact ®ri enne est wune bicouche dbéenviron 7.5 n
de deux feuillets form®s dbébune mosapque de
certaines protéines membranairédatsumoto et al, 2006; Strahl & Errington, 2017,
Zhukovskyet al, 2019) Chaque phospholipide qui la compose a des caractéristiques physiques
spécifiques et différentes, telles que sa forme ou sa charge, impactant la stinaftice &

membrane (Figure 11).

Lorsque | a t°te polaire est plus petite que
ou e PA, | a forme du phospholipide est un c¢
| arge que | a t°te, |l e phe&pholipide a |l a for
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Enfin si | agrag estaussi lacyé gque la @te polaire, le phosphokidaléorme

déun cyl i ndetal.2019).Lktie koone dekcylindre, adoptée par le PS, PI, PC et

PG, est l a plus r®pandue et per met l a for
phospholipides de différentes formes interagissent entre eux, péisies (i) hydrogene au

niveau des tétes polageet (i) deVan der Waals au niveau des
(Matsumotoet al, 2006) Lor sque | es phospholipides de f
de forme cylindrique la courbure de la membrane se modifie. La modification est dite positive
(concave) en présence de cones inversés et négative (convexe) en présence(Geocodmes
1978)(Figure 11).

La charge d la téte lipidiqugoue également un role dans la structure de la membrane. Les
lipides ayant une charge anionique sont préférentiellement retrouvés au niveau du feuillet
intracel lul aire. A I dinverse, du feuillet ex
présentgZhukovskyet al, 2019) Cette différence de charge crée une asymétrie électrostatique

au ni veau de | a me mbr ane. Cel a i mpact e | 6
membranairegStrahl & Errington, 2017)qui modulent et soutiennent la structure de la
membrandStrahl & Errington, 2017)

Enfin, la structure des acides gras est également clé dans la structure et la fluidité de la
me mbr ane. Le degr® dbéinsaturation des chai

membrane. Les acides gras saturés, possédant une structure droite eerdguti@nt un

empi |l ement dense et pl uttt r i sgen abrefarmatfon ¢isé i nv e |
l' i mtent | 6empil ement des | ipides dans | a bi
augmente. Le méme phénomene est observé en présereed des gr as cou

(Fonsecat al, 2019; Russell, 1989)

28



Glycolipide

Protéine membranaire
intégrale

Oligosaccharide

Extérieur

Bicouche
lipidique

Intérieur

Phospholipide

Protéine périphérique

Protéine  Courbure de la membrane
membranaire Concave

Convexe

A ¢ (Tm2uSeage
CY ouas | NIAAAE, Bl mmeme.. vggﬂ

Figure 11: Structure de la membrane plasmiquebactérienneadaptée d€habanoret al, (2017) et
Toyofukuet al.(2015) Réalisée avec Biorender

b.Modi fication de | a fluidit® membranair

La membrane plasmique est le premier composant cellulaire a étre impacté par

| 6environnement. Dans |l e vin, |l a temp®rature
nutriment, intrant chimique, oxygene) sont les principaux facteurs impactdiuidaé
membranairdChuKy etal,2005) Afin dbéassurer | es fonctions
de maintenir | 6i nt ®gri t® membranaire, une f
opti mal e, doune V1iPa.g; teaduit la @/nathigue idéale ded lipieles dueseird

de la bicouchdéDenichet al, 2003) En conditions physiologiques, la bicouche est retrouvée

en phase cristalline |iquide (LU).
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Dans cette phase, relativement fluide, les lipides ont une liberté de mouseomesitdérable
(rotation, basculement et diffusion latérale) et permettent la correcte insertion des protéines
membranaires. Lorsque la structure est plus rigide et que les lipides ont moins de mouvement,
la membrane adopte une structure en phasedelgdlsta et o r(kbsecat@e20X9)L b )

La nature des acidegras (taille et insaturation) composant la membrai@&ermine la
température permettant la transition entre la phase cristalline liquide et la ph@&smgetaet

al., 2019)

Selon |1 6int ens.i,taBuiddéétmernbeanateuser®pus almoirss tffecée. Afin
que la fluiditéoptimale soit maintenue, différentes réponses (active ou passive) sont mises en
place par les cellule@eney & Gervais, 2001; Bouix & Ghorbal, 2017; Denathal, 2003;
Fonsecat al, 2019)(Figure 12).

'

Y

Adaptation de la fluidité membranaire

/\b

Active Passive
v
Modification de la Modification du Régulation - Changement de phase de la
composition lipidiques rapport génétique membrane
membranaire Protéines/Lipides
- Dénaturation des protéines
l membranaires ou cytoplasmiques

Rappors - Oxydation des lipides

PL insaturé/PL saturé

& Isomérisation g/

PL cis/ PL trans

Taille des chaines
carbonées

Figure 12: Processusi 6 adapt ati on de |l a fluidit® membr an.a
Réalisée avec Biorender.
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Laréponse activese caractérise, chez les bactéries, par (i) une modification de la composition
en | i pides membranaires (Il ongueur des chaine
modification du rapport protéines/lipides dans la membrane et (iii) la réguldé certains

genes codant notamment pour des isomél&sesecat al, 2019)

Il existe plusieurs processus différents (qui peuvent avoir lieu simultanément) pouvant modifier

la composition lipidigue des membranes. Une adaptationrapport acides gras
insaturés/saturésest couramment observéBouix & Ghorbal, 2017; Deniclet al, 2003;
Grogan & Cronan, 1997) Sel on | 60®t at de fluidit® de | a mi
par rapport a celui des acides gras satet&ycliques, va soit augmenter (fluidification de la
membrane) ou diminuer (rigidification de la membrajBgney & Gervais, 2001; Fonseet

al., 2019) Par exemple, lors de la rigidification de la membrane induite par la température basse

du vin, le ratio acides gras insatslgaturéa u g ment e pour flui di fier | &
en r®ponse au p,heraicasidegdras insatsfEaturts dinainue(Fomsécat

al., 2019; Los & Murata, 2004)En plus dela modification de ce ratio, laature de

| 61 n s a pautrégalementrétre modifiée. La conversion rapide des acides gras insaturés en
conformationcis a une conformatiotrans (isomérisation) permet de diminuer la température

de fusion de la membrane. Cette diminution de la température de transition de phase (gel a
liquide cristallin) induit une augmentation de la fluidité de la memb¢Beeey & Gervais,

2001; Bouix & Ghorbal, 2017; Deniadt al, 2003; Grogan & Cronan, 1998nfin, la taille

de la chaine carbonée des acides grasodifie également la fluidité membranaire. Plus les
chaines sont longues plus la bicouche est ordmenggide(Bouix & Ghorbal, 2017; Denich

et al, 2003; Grogan & Cronan, 1997 long terme, en plus de la modification des chaines
ddbacides gras, un changement des t°tes pol a
point de fusion des lipides impliqués dans la formation de la membrane ainsi que sa charge de
surface. Les chklles bactériennes peuvent également moduler le rapport entre les lipides de
forme cylindrique formant la bicouche plate et ceux en forme de cénes courbant la bicouche.
Par exemplda diminution du nombre de phospholipides ayant une téte polaire deidifteflu

la membrane, le PE étant un phospholipide clé dans la cohésion entre les phosp®é&pEies

& Gervais, 2001)

Lors doéun changement rapide de | 6environneme

modifier la composition lipidique de leurs membranes.
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Lesprotéines membranairesou cytoplasmiques (comme les protéines de stress thermique) en
interagissant avec les lipides contribtiz la stabilité de la membrane. Ces protéines imitent le
mouvement et l a flexibilit® des <chaines dbo:
augmente | a temp®rature de transigrascergquide ph.
limite la fluidification induite par le stre¢Beney & Gervais, 2001; Fonseetal, 2019; Torok

et al, 1997)

La modification de la courbure de la membranesat état de fluiditésont égalementdes

sighaix déclenchant la ®gul ati on de | 6exprimdiguéisadans|lele cer
maintien de la fluidité membranajngar le biais d'une activation transcriptionng¢Néartinez

et al., 2020)Par exemple, chez certains organismes, ilexistbumei c | e r ®t r oacti ve
de fluidit® de | a membrane et | dexpression d
sur | a ¢ hai rnBouixd&dGhorlball 2017)Chezsles bactéries psychothep

(croissance a basse température), intkiction de la synthése de molécules lipidiques
so0intercalant dans | a membrane, comme | es <ca
dans la membranees lipides permettent de moduler la fluidité membrar{@hattopadhyay

& Jagannadham, 200Bo u r  d baatériescoenmeEscherichia colilorsque la membrane
commence a ce fluidifier des petits ARN (sRNA) vont détecter les changements
environnementaux et induire la traduction du ggmeS codant pour | e fac
augmentation du facteur 0 3 8 cfy eodamttpoura CFAr | a
synthase. Cette synthése facilite la transformation des acides gras instaurés en conformation
cis, qui sont relativement fluides, en acides gras cycliques (CFA) plus rigides. L'augmnenta

de la proportion de CFA va rigidifier la membrane, compensant ainsi la fluidification induite

par I'environnemenfChang et al.2000) Enfin, | 6i nduction de <certain

(notamment des sHSPs) est induite par la fluidification de la mem{vaitee et al, 2012)

En compl ®ment aux r®ponses actives, dl@enseml
membraneroduites durant le stress induisent uréponse passiveCette réponse, influencée
par la réponse actiyewclutl e changement de phase de | a mem

ou la dénaturation des protéines membranaires ou cytoplasrifqunsecaet al, 2019)
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C. Partie 3: Principaux mécanismes de résistance au stress chez
O. oeni

Malgré les conditiog de culture difficiles dans le vinO. oenia su sbdadapter po
I'espece dominante a la fin de la fermentation alcoolique dans la grande majorité des vins rouges
(Daviset al, 1985; Dickset al, 1995; Spano & Massa, 200&a capacité a surmonter les stress

afait de cette espece un modele bactérien intéressant dans la compréhension des mécanismes
impliqués dans la réponse au stress, en témoigrétérature importante sur ce sujet
(Bartowsky, 2005; Grandvalet, 2017; Guzzo, 2011; Lorentzen & Lucas, .280L8)les 20

dernieres annéd20032023) 17,5% des articles publiésyr les 502 articles2férencés sur

PubMed) suO. oeniportaient également sur un mécanisme de réponse au stress.

En effet,a cause dé¢ 6 absence de syst me de r®paration
(systtme MutSL),0. oeni est une bactérie présentant un taux de mutation important,
contribuant <certai nemen©Oendcocdusivavith@preolzaket a..n r api
2008) Elle a py au cours de son évolutiomettreplacedivers mécanismes de réponses aux
stress, aussi bien au niveau de | a cellule
cellulaire, la régulation du pH intracellulairéSalemaet al, 1996) le maintien de la force
protomotrice(Drici-Cachonet al, 1996) la modification de la composition membrandita

Silveira et al, 2003; TourdoMaréchalet al, 2000)ou la synthése de protémde stress
(Bartowsky, 2005; Bonomet al, 2018) ont notamment été obsewé A | 6 ®chel | e
population, les celluled 6 O. somtecapables de former des biofil(Bastardet al, 2016;

Kubotaet al, 2008)ou de réaliser des transferts de genes horizoiftdascobalet al, 2006)

1 Strat®gie de r®ponse au stress au

Collectivement les cellules peuvent contribuer a une réponse au stress globale, visant a favoriser
la survie au niveau de la populatiétarmi ces mécanismds,transfert horizontal de génes ou
la formation de biofilmsont les plus décritshezO. oeni(Marcobalet al, 2006) néanmoins

seuk la notion de biofilm sera tragélans ce paragraphe.

Un biofilm est défini comme uneommunauté de micror gani smes Vvi vant s,
plusieurs espéces microbiennedhérés a une surface et ensagins une matrice polymérique
autoproduitgTremblayet al, 2014)
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La matrice polym®rique &est constitu®e doeal
nucl ®i ques, dobéagents tpdesi edactdiofi ©, sealiabls| ippiope
selon les espéces bactériennes et les conditions de croi@dagbani et al, 2022; Tremblay

et al, 2014; Yinet al, 2019) La formation des biofilms est variable entres les espéces mais
partage un certain nombr e de caract®ristig
dynamique, complexe, ou la communication entre les cellules (de type quorum sensing) est
primordiale. Dansm pr emi er t emps, |l orsque | es cell ul
pl anctoni ques) sont suffi samment proches dbo
attachent de maniére réversible (interaction¥de der Waals), puis de maniére irréversible

grace a des interactions de nature hydrophile/hydrophobe. Une fois fixées, elles sont dites
sessiles et col oni s ent -colodes gagrégate de gadlules). Ceter me r
adhésion est permise grace a différentes molécules et steuptésentes sur les micro
organismes tel que les flagelles, les pili, la production de lipopolysaccharides,

d éxopolysaccharidg&EPS)oudeprotéines adhésivéblirghanietal, 2022; O6Tool e,
Les cellules prolif rent, s 0 aEPSqunstructerentle et ¢ o
biofilm dans | 6espace. El | es pr otikksailasseviet ®g al
et au maintiere la communauté bactérienne (nutriments, molécules de signalisation, eADN).
Enfin, les cellules du biofilm, en raison de facteurs intrinséques ou extrinseques, se détachent

et se dispersent dans | 6environneantéristiques Les ¢
ph®notypi qgues e thérev & de ndueeke suafgraeat form&@a mbuvead un

biofilm (Mirghanietal, 2022 ; OO0 To oletal, 2014 Wiret al, 2009 Fgore a y

13).
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Figure 13:Etapesd e f or mati on et de di s pdkd s Yo atsald2019)n

Grace aux réseaux forméntres les cellules ata présence de la matripelymérique, le mode
de Vi e en biofilm per met | 6adaptati on
environnementales défavorables (faible ressource en nutgmentpérature non optinel

forte acidité ou présence de produoactéricide) (Landini, 2009; Mirghanet al, 2022) Ces

Polysaccharide
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~Stress environnementz;l\f B \/f / ]
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Pression
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Cati
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Cellules planctoniques
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Attachement |
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AN 02

bi of i

et

conditions stressantes (notamment retresdans le vin) déclenchent la formation du biofilm.

Par exemple, chez. coli, wune forte temp®rature ou

os mol

et méne a une accumulation de protéines mal epli§ui vontinduire une cascade
d6®v wsememari gi ne de | a f or mlbahdinp20094 e

Al

6i nstar doaut (Kebotaehah 2008)O. benigeut foeamertun bipfilne our

bi

of i

résister aux conditions difficiles du viBastardet al, 2016) En effet, Bastard et collaborateur

(2016) ont montré que les cellules sous forme de biofilm ou dé&mdeebiofilm ont une

résistance accrue au pH bag2(3 et

qBRstandat alp2016)( 1 2 %)
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Cette tolérance au stress est principalemeatadid composition de la matrice polymérique.
Toutefois, la nature du stress influence également la formation de biofilm, par exemple lors
doun stress oxydat iOfoeriatnesdppoR sst favoriséBaaemoata.l | ul e s
2018; Devi & AnuAppaiah, 2018)Deméme|] 6 ex pr essi on de g nes cod
de stress et du quorum sensiimguite par les conditions défavorables déclenclzefarmation

du biofilm (Yanget al, 2018)

Il est égalemenintéressant de noter que les cellules en biofilnDd@eniconservent leur
capacit® individuelle ° lutter contre |l e str
des protéines de stre$spl18 clpL1 et cfa) esttoujours induite par les stress ac@él afcool

sur les cellules du biofilfBastardet al, 2016) La capacité de ces cellules a réaliser la FML

est égalemerdonservée eaméliorée, la ML étant elleméme un élément indispensables dans

la résistance au stress ch@zoeni(Bastardet al, 2016; Coelhcet al, 2019; Tofaloet al,

2021)

2. Strat®gi e de r®ponse au stress au

Plusieurs mécanismes permettégalement O. oenide résister aux conditions de strass
niveaucellulaire(Figure14): telles quda génération d'une force protorotrice(Salemeet al,

1996) Il'activation des HATPase membranairéBrici-Cachonet al, 1996) la modification

de la fluidité membranair@®a Silveiraet al, 2003; Maitreet al, 2014; TourdoMaréchalet

al., 2000)et la synthese de protéines de st(Bsdtramoet al, 2004; Grandvalet, 2017; Guzzo

et al, 1997; Jobinet al, 1997) Cette derniere classe de protéines fonctionne comme des
chaperons moléculaires ou des protéaseparticipe aux processus de repliement ou de

dégradation des protéines dénaturées dans la o@llaleberget al, 2013)
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Figure 14: Mécanismes de réponse aux stress @enococcus oer(traduit deBartowsky, 2005)

a.G®n®ration de Ilreke fopr@ee pT oltanf enmoment at

mal ol acti que

La fermentation malolactique, et plus particulierement le métabolisme du malate, est largement

®t udi ® pour son int®r-°t l ors de |l a vinifica
bact ®ri es dans | e but de | utAtees bacpHndamsda | 6 ac
fermentation mal ol act i @Quoenine Eraientpliisccorredtemenn s ¢ e |
assur ®es. La production do®nergie (synth se
| 6ensembl e des r @aetfoitemensralemsd(DrcibCadhonet al,e1396)s

cequiconduirait | 6arr°t de | a.croissance de | a bact

Lorsque le pH du milieest nférieur a 5L (pKaode | 6aci de mal i que) | e
déprotonée (MH peut entrer dans la cellule via un uniport (MIEFB e ¢ h  Tetal,R020; s e n
Poolmaret al, 1991)
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Cependant, & lors que le pH du milieu extérieur est inférieura@Kand e | 6aci de mal
| 6aci de maliqgue (MH) p®n t r(Parathithiotesetdl,2022) el | ul e
Il estintéressantdermtquu 6 entre ces deux valeurs de pH, |
MH-~ MH) est progressive, per mett assdettransporut i | i s
(TourdotMaréchalet al, 1993) A | 6i nt ®r i e nalatedest ddcaaboxyl€dnlLu | e ,
lactate et CQpar | 6enzyme mal ol act i gUeong¢diatteuA)le en p
lactate produit (sous forme LHest ensuite excrété dans le milieu extracellulaire grace a un
transporteur actif secondaire encore inconnu. Il pgatement sortir de la cellule par diffusion

passive sous forme LH, lorsque le pH est inférieyPa(Bigure 3)YParamithiotiset al, 2022;

Poolmaret al, 1991) La perte de protons engendrée lors de la décarboxythtioralate induit

une diff®rence de pH entre | e milieu iIintrace
de pH(Poolmaretal,1991) En compl ®ment du gradient de ptkt

déprotonée induit un gradient de charge entre le milieu intracellulaire et extracellulaire.

Ensembl e, |l es gradients de pH et de charge,
inffluence | 6entr ®e de piF@ATPase(Boolmaret al,il®e; dVeryih& | a F
Zhenkui, 2013) Dans les faits, la force proton motrice produitunfluxdepsdoa | 6 i nt ®r i
vers | 6ext®rieur de | a coalel Ul6eA T PErs et rsywnd rhaaas!
entraine | a rotation (dans | e sensi1.QGefts ai gu
rotation fournit | 6®nergie suffisante pour s

(Figure 15) (Bartowsky, 2005) Ce systéme iFFo ATPase, induit par la fermentation
malolactique, est crucial dans la®@al anc e = |00cers Padaxdam@le, ane mutation
ou une inhibition (notamment en préserle sulfitg) de cette ATPase entraine une trés forte

sensi bil i t@®enying & &beckuid POL3p Par conséquenta fermentation
malolactique permet une meilletr o | ®r ance ~ | 6aci dit® gr ©ce

|l ors de | a d®carboxylation, (ii) Il a r®gul at|
motrice 7 | 6origine ddoATRasegBanoivsky, 20@5; Rbdn®&n er g i €

et al, 1991; Salemat al, 1996;Wenying & Zhenkui, 2013)
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> Téte F1
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@ ¢ ADP + Pi

4

Figure1l5: Synt h se de | 6 AT&apfEadéVNataaabe:2DE
Réalisée avec Biorender.

b.Modi fication de | a composition membran

Les modifications des propriétés physiques et de la fluidité de la membrane induites par

| 6environnement doivent °tr e sovedestceiuemmbmet r ®g
perte du maintien de | 6int®grit® membranair
physiologie de | a cellule. Les ®changes en s
plus assurés correctement, le flux deotpns et la force proton motrice se dissipent.
L6hom®ostasie du pH i emé&abaligee etld aoisgance desiceliuleso n  d
ne sont donc plus correctement assufBesth, 2007; Contreraat al, 2018; Grandvalett al,

2008; Wenying & Zhenkui, 2013) Comme présenté dans le paragraphe 11.B.3.b, l'intégrité
membranaire des bactéries est préservée grace a des adaptations au niveau des composants de
|l a membr ane. O .Dennles prin@paug mé&canidn@es mis en place sont (i) une
augmentation du nombre dbdédacides gras satur ®s
insaturés, (iii) la modification du ratio lipides/protéines et (iv) la synthese de lipides
polycycligues omme les hopanoides et les caroténoi{ddse c h T etralk 20R0s Ban

Silveiraet al, 2003; Grandvalett al, 2008; Werying & Zhenkui, 2013)
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Afin doéillustrer ces m®cani smes, prenons pou
lors des stress acide et alcool qui sont les principales causes de dommages membranaires
retrouvées chez les cellules dans le vin. Les grouperm®@htisprésents des les molécules

d 6 ®t hyamuod forte affinité pour les molécules polaissgrenten compétition avec les

mo | ®c ul epspur s& dier adl@ maniére covalente au niveau des tétes polaires des
phospholipides et de certains domaines des protéines meinésaDas interactions perturbent

| 6organi sation et Il a st r uela perméabilitéeetalflladiteme mbr a
membranair€Da Silveiraet al, 2003; Werying & Zhenkui, 2013) La baisse de pH cauesé

par | 6aci dit® du vi n ismphysicedhimigues sles oomposabti c at i ¢
membranaires, ce qui affe@galementa perméabilité et la fluidité de la membrdAagelova

et al, 2008)

En condition optimale de croissandes acides gras majoritaires de la membran® deeni

sont | dacide: Oy, ilsGaqiucke0()Ctleta r i @a eil dHECiE)B| ®i g u
En présence de 8% d'éthanol, la composition en acides gras subit des modifications importantes.
Bien que | 6adaptation puirseg®n®ralseulcd eprd®p
gras saturgaugmente. Par exemple pour la souche ATICC 6 3 , une augmentat.i
50% des acides gras saturé s t observ®e. Cela se traduit
palmitoléique (C16 1) et de | dalc9de i al) ®iaquer(@O€Cig de |
(C16:0) (Grandvalett al, 2008; Maitreet al, 2014) Une diminution de la taille des chaines
carbonés est ®gal ement observ®e et se mani feste
palmitoléiqus (C16: 1) gue dos@8:1.eDe mére®ung diminution de la
proportion dobéaci des g¢gr aegGraddvalettal, 2008 Toehaly e n n e
2011) Enfin, on note une augmentation importante des acides gras cyclomdzsioemation

de ces acides gras est la principale réponse adaptatdeadmipour maintenir son intégrité

membr anaire dans |l e vin. La pr®sence du <cy
méthylene de la-&dénosyll-méthione (coenzyme dans les réactions de transfert de groupes

m®t hyl es) “ une douburéeparle biais deolan Cfadsgnthase, peameg r a s
ddaugmenter | e poi delamenhae et deammodifiertla counburede lap h a s €
bicouche lipidiqugTo et al, 2011) Léaugment ati on dessetaduitdes ¢
par une augmentation de | ® an®) ek dactobacilliqued r 0 st G
(cycC19:0 n-7) respectivementconvesti partir de | :bm;a9%eatvvhecénmue®i qu e
(C18:1 n-7) (Grandvalett al, 2008; Maitreet al, 2014; Toet al, 2011)
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Des modifications de composition membranaire compasable également observées lorsque
les cellules sont cultivées a pk92(Wenying & Zhenkui, 2013)

c.Synth se de prot®i nes de stress

Les conditions stressantes du vin impactegalement e m®t a bOo beni Afmede d 6
garantir sa survi e, l a r®gul ati orPardemped ex pr e
|l a prot® ne FtsH, induite apr s un choc ther
le contréle de la qualité des protéines membranaires intégrales, en dégradant les protéines
membranaires mal repliées et assemi(Bastowsky, 2005)Néanmoinsce sont les protéines

de choc thermique (HSP) qui sont majoritairement prodpitesu r r ®gul er | 6agr ®g
(Bartowsky, 2005; Guzzo, 2011)

Les HSPs sont des protéines universelles retrouvées chez tous les orgéGemmaet al,

2017, 2019; Ponomarenla al, 2013) Leur production est induite par différents types de

stress tels que les stress thermiques, oxydatifs, osmotiques ou niirahfsmarenket al,
2013)afin qubell es puissent exercer | eur rtle d
une activité prévenant des interactions inappropriées entre des molécules conduisant a leur
agrégation, en défaisant les liaisons impropres qui pourraient serpi@dlis, 1990) En plus
do°tre pr®sentes dans tous | es domaines du
d'homologie entre elles et sont trouvées de maniére ubiquitaire dans les cellules. Elles peuvent
étre regroupées en six familles principales basées sunbsse moléculaire, HSP 110, 90, 70,

47 et inférieure a 30 kD@arcionet al, 2015; Ponomarenket al, 2013) A | 6 except i
HSP47, impliguée dans la formation de procollagene chez les eucaryotes, les cing autres
familles de HSPs sont présentes clizoeniet contrdlées par le répresseur CtsR (hormis
HSP110) (Tablea®) (Grandvalett al, 2005; Werying & Zhenkui, 2013) En | 6absenc
stress, la protéine CtsRteragit avec une séquence de sept nucléotides séparés par trois
nucléotides [A/GGTCCAAA NAN A/GGTCAAA] en amont des génes codant pour les
protéines de stress DnaK, GroEL ou Lo18, réprimant alors leur expréBsicsonvalet al,

2016; Derreéet al, 1999; Grandvalett al, 2005)
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Tableau 2: Principales caractéristiques des protéines de stress thermique synthétisées par la

bactérie O. oeni * Structure monomeérique obtenue pamtadélisation destsictures primaires de

ClpL, HtpG, DnakK, GroEl et Lo18 par AlphaFold2. Structure crystalographiée (1) du complexe Clp
(Joshiet al, 2004) (2) du complexe DnaK/GrpBNu et al, 2012) (3) du complexe GroEL/GroES

(W. Jaworeket al, 2020)de E. coli. (4) Superposition déun dim re m
oligomérique crystolographiée de HSP16.3Wganashii

*
Protéine Structu‘re St.l'uctl{re Localisation Fonction
(monomeére) (Oligomeére)

Activité chaperon et

HSP 100 . .
Complexe Clp Cytoplasmique dégradation des
protéines
ATP-dépendant
Noter haut face
HSP 90 Cytoplasmique Activité chaperon
HtpG ATP-dépendant
Hsp70
Complexe Cvtoplasmidue Activité chaperon
DnaK/Dnal/GrpE yiop q ATP-dépendant
HSP 60 Cytoplasmique et a Activité chaperon et
Complexe la membrane lors de lipochaperon
GroEL/GroES fluidification ATP-dépendant
Small HSP Cytoplasmique et a Actlfnte chaperon et
Lol8 la membrane lors de lipochaperon
fluidification ATP-indépendant

N-ter

Dimeére
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Les protéinesHSP11Q aussi connugsous le nom de complexglp-ATPases sont les

protéines ATRdépendantes les plus répaadohez les bactéries. Eigouent un réle dans le

contrdle qualité des protéines et la dégradation sélective des protéines dénaturées a la suite de
stress thermique. Elles sont généralement compaséeu n eunit ATlPasique régulatrice
(CIpA/B/C/E/LIXIY) qui interagit avec les protéines dénaesréet de deuxsousunités
protéolytiques (ClpP/O) qui dégradent les protéines endomméigres, 1998)Figure 16).

En | 6absence de s o0us -unitésirdg@atripes petivénd dgglemend agie , | €
comme des chaperons moléculaifBsltramoet al, 2004) Lors du stres<). oenisynthétise

quatre sousinités, les protéines régulatrices ClpL, CIpC et ClpX et la protéine protéolytique

Cl pP. Ces prot®i nes vont sbéarranger en un ef
protéasique formée des sewstés ClpP (Darsonval, 2015)Il est intéressant de noter que la
prot® ne ClpP conserve son activit® prot®oly
les protéines de petits poids moléculaires, pouvant facilement entrer dans la cavité protéasique
sont lentement dégradé@eltramoet al, 2004; Moliere & Turgay, 2014)

Protéine dénaturée

Sous-unité régulatrice
(ClpL)

Sous-unités protéolytiques

Figure1l6:M®c ani sme dobéaction du 1Y Repdnmissancedu gubstral (2 HSP 1
Dépliement de la protéine dénaturée par la-smite régulatrice, (3) Translocation de la protéine de la
sousunité régulatrice a la soumité protéolitique, (4) Dégradation de la protéine par la-saiié

protéolitique, (5) Libération du complexe ATd3es et de la protéine, permettant un nouveau cycle,
adaptée déSaueret al, 2004)
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LesprotéinedHSP9I(Q ou protéine G a haute températtigpG ), sont des protéines impliquées

dans divers processus cellulaire, dont le repliement et la réparation des protéines
cytoplasmiquede mani re ATP d®pendante | orsqudel |
(Camberget al, 2013; Garcieet al, 2016; Picard, 2002)

Les protéinesHSP7Q connus sous le nom d®naK chez les bactériespont desrotéines

chaperon ATRiIépendante. Eltepermetentde stabiligrles protéines dénaturées par le stress

en ®vitant | es interactions avec sdogsntleones |
complexe DnaK/DnaJ/GrpE, DnaJ et GrpE étant ses cochapgohsideret al, 1993)

(Figurel?). La protéineDnaJ, possédant un domaine de liaison aux protéines dénaturées, se lie
avec |l es r®gions mal r Bralest@suie reciutéerpar laprotéine ®i n e
Dnak. Lors de ce recrutement DnaK hydrolyse
permet la liaison des protéines dénaturées avec son domtmai€al. La protéine dénaturée

est ensuite transloquée et repliécenauveau doéun canal form® par d
que la protéine dénaturée a été correctémegpliée, la protéin&rpE se lie a DnaK pour
favoriser |l a r®g®n®ration dOATP et | a | i b®re¢
gue | 6 ATP ,laprdtéine BngKRpeuPa nBuveau recruter la protéine DnaJ et entamer

un nouveau cycle avec une nouvelle protéine dérailiRéissmann, 2023)Enfin, il est

intéressant de noter que la protéine DnaK peut égalesnepéreiavec leprotéinesHSP100

et HSP9(pour soutenir leurs activités chaperon (Camletra., 2013)
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Protéine

M dénaturée
—

Pi

Protéine

native 3 ‘ GrpE
4
ADP, Dnal
ATP

¢

Figure 17: M®c ani sme dobdact i o-bDnakKdGrpE s(Yy) snteractian erire @ndJ et la

protéine dénaturée cible, (2) Interaction entre le complexe DnaJ/protéine et la protéine DnakK, a la suite

de | 6hydrolyse de | 6ATP (3) D®tachement de | a pt
(4) Fixatone DnaK avec de | 6ATP, per mettant la 1 ib®r
reproduite a partir de Frydm#@Rrydman, 2001)

LesprotéinedHsp60, aussi connugesous le nom de&roEL chez les bactéries, jongegalement

un réle de chaperon moléculaire ATP dépendant en association avec la [Bod&isgFigure

18). La protéine GroEL adopte une structure oligomérique constituée de deux anneaux de sept
sousunités, formant un cylindre. Larotéine GroES, plus petite, est essentielleban
fonctionnement du complexe GroEL/GroES. Elle forme un capuchon au niveau des deux
extr®mi t®s du cylindre form® par GroEL, favo
et régulant leur entrée et leur sortie dans la cavité de GiDkhs les fag, les protéines

dénaturés sont reconnues par la protéine GroEL et pénétrent dans la cavité du cylindre. La
protéine GroES se fixe a GroEL, fermant ainsi la cavité. La protéine dénaturée présente dans la
cavité se retrouve ainsi dans un environnement hydrophile indispensable a son correct
repli ement . Lors de | 06as s ocgodthydrayséspermeattane Gr o E
le repliement de la protéine dénawréne fois que la protéine est correctement repliéeE&

se détache de GroEL, libérant la protéine correctement refBideher & Hartl, 2013; Hayer

Hartl et al, 2016) Enfin, il a été montr&hez E. coli que le complexe GroEL/GroES a
egalement un role de lipochaperon moléculaire en stabilisation les mem(i@angserget al,

2013; Toroket al, 2001)
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A ,6 \ A Protéine
dénaturée

GroES

V

> GroEL

~ GroEL

Pi

Protéine
native

Figure 18: M®c ani sme dobdacti on . (t)dntepdligation deGa pokelné Gr o0 E S
d®natur ®e dans | a cavit® une des sous unit®s d
GroES, (2) Restructuration de | a prot®i ne d®nat
protéire dénaturée avec la seconde sous unité de GroEL, (4) Libération de la protéine restructurée et de

la protéine GroES. Le complexe GroEL est ensuite retourné a 180° pour effectuer un nouveau cycle,
adaptée de Fei, Hayer Hart et H&¢i et al, 2014; Hartl, 1996; Hayedartl et al, 2016)

du
do

Enfin, lesHSP de petit poids moléculairdentre 12 a 43 kDa),conmge ous | dappel | at
small HSP (sHSP)sont présentes dans la quialité des organismes. Elles exercent un role

de chaperommoléculaireATP indépendanteEn prenant en charge les protéines dénaturées,

elles sont impliquées dans divers voies de signalisation et mécanismes de réponses au stress,
tels que la formation de spores, de biofilm, la régulation du systéme immunitaire ou la
régulation du cycle cellaire (Henriqueset al,, 1997; Kimet al, 2011; Longcet al, 2021; Yeh

et al, 1997) Elles peuvent pour certaines agir également au niveau de la membrane comme
lipochaperon moléculair@Bellanger & Weidmann, 2023; De Maéi al, 2019; Glatzet al,

2016; Guzzeet al, 1997; Jobiret al, 1997; Kimet al, 2011; Nittaet al, 2005; Obuchowski

& Liberek, 2020; Rocchetet al, 2023; Toroket al, 2001)
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O. oenipossede une unigue sHSP, nomin@&8 (Coucheney, 2005; Guzat al, 1997; Jobin

et al, 1997; Maitreet al, 2012, 2014; Weidmanet al, 2010, 2017) Cdéest une pro
16,938 kDa, codgpar le gendaspl8et synthétisée aprés un choc thermique (supérieur a 42°C),

acide (inférieur a pH 3) ou alcool (supérieur a 12%) et lors de la phase stationnaire de croissance
(Jobinet al, 1997) Lo18 est retrouvée sous forme de dimére au niveau de la membrane (Maitre

et al, 2014) ou de multimetres dans le cytoplasme (Couchetnaly 2005, Jobiret al,1997)

ou elle exerce un réle de lipochaperon et chaperon moléculaire respectivement (Coatheney

al., 2005, Zapparoketal, 2014) . Léensemble des caract ®r i s

traitées en détail dans le paragrapie3 de ce manuscrit.

3.Zoom sur sl ersewvsHSPs ur | activit® |

Les sHSB sont des protéines de stress préseddémsla quasitotalité des organismes. Bien

g u 6 £drékeatat une grande hétérogénéité de séquence, la plupart des structures et des
fonctions des SsHSP sont similaires. LO®vol ut
structures et de leur fonction et plus particulierement de leur fonction lipochapeooh se
trattesd ans ce manuscrit sous | a forme ddébune min

Stress and Chaperones.
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Abstract

Several strategies have been put in place by organisms to adapt to their environment. One of
these strategies is the production of stress proteins such as sHSPs, which have been widely
described over the last $@ars for their role as molecular chaperorg&sme sHSPs have, in
addition, the particularity to exert a lipochaperone role by interacting with membrane lipids to
maintain an optimal membrane fluidity. However, the mechanisms involved in thislgitsP
interaction remain poorly understood and disat rather sporadically in the literature. This
review gathers the information concerning the structure and function of these proteins available
in the literature in order to highlight the mechanism involved in this interaction. In addition,
analysis of pmary sequence data of SHSPs available in database shows that SHSPs can interact
with lipids via certain amino acid residues present on dosteeets of these proteins. These
residues could have a key role in the structure and/or oligomerization dynainsE$Ss,

which is certainly essential for interaction with membrane lipids and consequently for

maintaining optimal cell membrane fluidity.

Introduction:

A weak modification of the internal cell environment in response to external stress conditions
(e.g., heat, nutritional, oxidative, alcohol stresses) is enough to lead to protein misfolding and
asubsequent loss of biological functi@ooth 1999; Bergeet al, 1996; Limet al, 2000). To
maintain protein homeostasis, several stress mechanisms are involved in cells, leading to the
production of a group of stress proteins called heat shock proteins (HSP). These proteins act as
molecular chaperones which bind and sequester dedatuoteins (Elliet al, 1989; Elliset

al., 1990; Hartlet al, 1996; Beissingeet al, 1998; Tyedmerst al, 2010). Some of them are

able to refold the denatured proien an ATRdependent manner. HSP are universal stress
proteins found in almost all organisms including eukaryotes (plants, metazoan, yeast), bacteria,
Archae and viruses (Wirtkt al, 2003; Ponomarenket al, 2013; Careet al, 2017).Besides

being present in all kingdom@arberhaus, 2002; Horwitet al, 2003; Sunet al, 2005;
Haslbecket al, 2005) these proteins have a high degree of homology to each other and are
found ubiquitously in cells. They can be grouped into six main families accorditigpito
molecular mass, HSP 110/100, 90, 70, 60, 47 and less than 35 kDadWé2003; Bukau

et al, 2002;Changet al, 2007; Tanget al, 2007;Marcionet al, 2014).
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However, each family has high specificity concerning notablymé&chanisms of action,
intracellular localization, substrate specificity and ATP requirement.

The stress proteins under 35 kDa, called small heat shock protein (sleiSRainly as holding
chaperones (ATdhdependent holdase pathways) (Banetal, 2004). For some of them, a
lipochaperon activity, i.ecell membrangrotection activity is described from the outset of
stress conditionddowever, this lipochaperon activity still poorly described and understood
(Mogk et al, 2019) It is found in very different model organisms that diverged quite early in
the evolution of sHsp. Itis quite possible that this role is more common than currently described.
Although highy heterogeneous in their primary sequence, the secondary structures and
activities are welconserved among sHSPs (Jaial, 1998; Poulairet al, 2010). Thus, the
question is Is it possible to predict the potential molecular lipochaperon role of an sHsp on the
basis of its primary sequence. Indeed, bioinformatics work on the primary sequences of 50
sHSPs has shown that certain protein domaingeiter conserved in SHSPs known for their

role as molecular lipochaperons.

) sHSP, a key stress fighter

a) sHsp through the ages

Since the discovery of the first SHSP by Craig and Ingola in 1982 (Ingola and Craig, 1982), the
number of identified SHSPs has exploded. These proteins are present in every kingdom of life

in which they act primarily as molecular chaperons to control aotqt the quality of the

protein network (Obuchowskt al, 2020). The number of SHSP per organism may vary;
however, higher organisms (plants, human, an
(Haslbecket al, 2005). For example, there are ninetskISP in the plamirabidopsis thaliana
(Siddiqueet al, 2008, one in the lactic acid bacteriu@enococcus oerfiGuzzo et al 1997).

Although sHsp are widespread, small genomes sutetebsobacter pylori26695 (1.66 Mb),
Mycoplasma pneumonid#129 (0.81 Mb) otactococcus lactisubsplactis111403 (2.37 Mb)

are devoid of this type of protein (Narberhaus, 2002; ¢ta, 2008).
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All sHsps derive from a common ancestor of the vertebrate lens protein (Mérner 1894, Ingolia
and Craig, 1982) and now form a superfamily of small heat stress proteins of about 20 kDa
(Horwitz et al, 1993; Jakolet al, 1993; de Jongt al, 1993), characterized by the presence of

a central domain named thécrystallin domain (Boelenst al, 2014; Carraet al, 2017;
Casperet al, 1995; Jonget al, 1998). Although thdJcrystallin domain has been under
significant evolutionary pressure, certain amaeals are still conserved among sHsp (De Maio

et al, 2019). The analysis of the sHSP evolutionary tree by Vogel and colleagues showed that
terminal domain specialization occurred later, several times and concomitantly during
evolution, in parallel with and independently of therystalline domain (Vogett al, 2004;
Kriehuberet al, 2010). This is reflected in rather high sequence heterogeneity between sHSPs
(Mogk et al,, 2019) that may be linked to the acquirement of multiple activities (Deelaig

1993; Carraet al, 2017; Obuchowsket al, 2020). Understanding this common ancestor and
the evolutionary process are important to predict this diversity of activities (Véatdrs1996;
Kappeet al, 2002).

The first trace of SHSP in the history is probably from cyanobacteria s&ymashococcusp.

and Prochlorococcussp. that lived on Earth two billion years ago @wual, 2006). Indeed,

SHSPs, which share some structural characteristics of the bacterial class A sSHSP (corresponding
to proteins with characteristics similar to thos&séherichia colibpA and IbpB) (Miinchbach

et al, 1999; Fuet al, 2006) have been identified in cyanophagesetral, 2006) able to infect

them (Schopfet al, 2006; Maaoufi et al, 2013). Animal sHSPs therefore evolved from
bacterial class A sHSP via the lateral transfer gene either by the endosymbiotic mitochondria
or by bacterial pathogen infections. Using the same mechanism of evolution, plant SHSP might
have been evolved fromagnt bacterial SHSPs of class B, like those founRlzobia(Fu et

al., 2006). Because sHSPs are the least conserved family of chaperone proteins, the hypothesis
of very early evolutionary divergence is reasonable (Kagbz#, 2002). However, according

to the literature, 2 hypotheses have been put forward to explain the evolution of sHsp: one
proposes divergence from a common ancestor and the other convergence from several ancestral
genes (Fet al, 2006).
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b)Structure of sHsp

Contrary to sequence homology, the structure of sHSP is well conserved in all organisms
(Poulainet al, 2010; Klevitet al, 2020). Lots of sHSRdopt an Ig&ype sandwich structure

and are organized in large spherical oligomeric assemblies ranging 10 nm to 18 nm in diameter
(Haslbecket al, 2005; Augusteymet al, 2004). Nevertheless others may adopt smaller forms
(momoners or dimers) (Weeks al, 2014; Boelenst al, 2020) Each protein monomer has a

low molecular weight (1-35 kDa) (Ingolia and Craig 1982; Kiet al, 1998; van Monforet

al., 2001; Kriehubeet al, 2010) and i s mtmands (60 to COoperpeats ed o0
| ndeed, o n4nhelixed aee\present (Angostegihal, 2004). All SHSPs are composed

of three domains, the two less conserved termini domains and thp well s e-crys@liih U
domain (ACD) (van Montforet al.2001; Kriehubeet al, 2010;Junprunget al, 2021;Klevit

et al, 2020). The strcture of these three regions plays an important role in sHSP
oligomerization and activities (Mairet al, 2015; Carrat al, 2017; van Monforet al, 2001).

i) U-crystallin domain

The termU-crystallin refers to the different polydisperse ensembles of h@nd hetero
oligomeric species able to act as protein quality controllers (Hastiealk 2016; de Jongt

al., 1998; Narberhaust al, 2002).This domain is composed of more or less 90 amino acid
residues and is crucial for the oligomerization of SHSP and consequently their activities
(Augusteyn, 2004; Bozayket al, 2014;MacRae, 2000; Suet al, 2002).

The structure of the ACD can be split into two typesnohomer(Figure ). The HfAbacter
structure where thigb sheet is connected®@ by a long loop containing a shéf strand (Kim

et al, 1998). The "metazoan” structure presents the same type of organization, except that the

b6 andb7 strands are fused (Delbecsttal, 2013). In both structures the ACD is compostd

seven or eight anparallelb-strands that form &-sandwich (Tikhomirovat al, 2017): one

with b4, b5, b6/7 strands and the second wiih, b3, b8 andb9 strands (Kimet al, 1998;

Haslbecket al, 2005; Kriehubeet al.2010; Poulairet al, 2010; Bashat al, 2012).

This domain contains a low amount of polar and aromatic residues and is enriched in charged

residues such as glutamic acid, lysine, aspartic acid, arginine (Kriettudde2010).
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However, it is noteworthy that a highly conserved anraon sequence GVLTL, located in the
U-crystallin domain (between tii@ andb9 sheet), is thsignature of sHsfl_entzeet al, 2004a
and b; Suret al, 2005).

A MetazoansHSP B Bacterial SHSP

ACD

Nter

AF-Q9BQS6-HSPB9-H.sapiens AF-Q57733-F1-M.jannaschii

Figure 19: Predicted structure of model(A) metazoan shsp (alphafold2 HSPB9 of H. sapiens) and

(B) bacterial sHSP (alphafold2 sHSP of M. jannaschii). The numbers correspond to the sheets allowing
interactions between the sHsp. The amino acid sequences SRLFQxFG and IXI correspond to highly
conseved sequences in the Bnd Gterminal domain in bacteria

ii) Ter mi ni domai n

Contrary to the ACD, the fer domain is variable in length and amino acid compositions (Chen
et al, 2010; LelfGarolla andviauk, 2012)with 90 residues on average from 40 in bacteria to
100 in animals (Kriehubest al, 2010). In all kingdoms of life, the-br domains are enriched

in proline and aromatic residues (Kiet al, 1998; van Monforet al, 2001). Although they

have low sequence identity, some motifs such as SRLFQxFG are highly conserved
(Tikhomirovaet al, 2017; Shatoet al.2018).
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The Nter domain, composed offeelices, could interact with the hydrophobic groove formed

by the association of tH® andb7 sheets of each monomer within a dimer. This groove creates
an opening in which the #&r domain can engage to stabilise the dimer. This conformation is
then said to be open because it facilitates the interaction of the sHsp with its substrate
(Sudnitsyneet al, 2012; Tikhomiroveaet al, 2017, Boelenst al, 2020).

The Gter domain is a short domain composed of approximately 20 amino acids enriched in
proline, polar and negatively charged residues. Like titeridomain, its primary sequence is

highly variable. Nevertheless, it contains the highly conserved{lL motif which acts as an
Aanchor o at the ACD and t huS3ajiepah 2008; Poulpiratt e s i n
al., 2010;Sudnitsyneet al, 2012; Delbecet al, 2013; Hiltonet al, 2012 and 2013).

While these two domains have considerable heterogeneity, they participate in stabilizing the
oligomers and opening the accessibility of the oligomer to their clients (€aata2017), a

key factor for sHSP activities.

c)Ol igomerization of sHsp

As soon as they are produced, monomers are organized into dimers which are therefore the
basic building block and the first level of the structural order (Delleéed}, 2013). Common
oligomerization mechanisms have been described between the sHps of different organisms, but
due to the difference in structure between the monomers there are two types of dimeric
structure. First, there is an interaction betwee&en one monomer with tl¥ of the second
monomer (monomers from bacterial sHsp), which resultsinthead | ed fAbacteri a
(Figure20 A). Second, the interaction occurs betweenfiendb7 strands of two different
metazoan sHsp monomers to produce the "metazoan” type diameMpntfortet al, 2001,

Sunet al, 2005;Delbecget al, 2013; Hilton et al, 2013. Then sHSPs dimers can interact to

form a higher oligomeric structure absolutely necessary to act as chaperon molecules. For most
of sHsp, the palindromic IA%-1/V motif in the Gter domain on the first dimer interastgth

the patches of the hydrophobic groove formed#yandb8 on one edge of the ACD of an
adjacent dimer (Jorgf al, 1993; van Montforet al, 2001; Suret al, 2005; Bashat al, 2012;
Santhanagopalaat al, 2015; Mainzt al, 2015; Tikhomirovaet al, 2017; Mogket al, 2019)

(Figure D B). Due to its palindromic nature, thet€ domain can connect to the adjacent dimer
along two different axes (Studeral, 2002; Baldwiret al, 2011; Boelenst al, 2020).

54



This ability to fix the dimer in two different positions leads to the variety of structures observed
during the assembly of oligomers that play an important role in their activities (Bubin

1989; Delbecet al, 2015; Tiaret al, 2016).The dimer assemblies will then interact with each
other to form disks via the interaction between the still freder@omain and thé9 strand
located at the end of the ACD domain, thus forming large oligomers (van Monfort et al 2001)
(Figure D C). However for mary mammalian sHsp formation of large oligomers may be

different, depending on{&rminal domaine (Delbecet al, 2015).

These sHsp are linked to the quality control of cellular proteins via the considerable dynamic
dissociation and reassociation of oligomers around their substrates. The speed of these
associations could be one of the main factors influencing chaperonyagtivet al., 2006 and

2012; Tikhomiroveet al, 2017).
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B Oligomer formation —-—— X

A Dimer formation

Monomer 1

Monomer 2

Figure 20: Oligomerization process of sHspsing the example d¥l. mariniumsHsp (pdb 5ZUL)
(Bhandarwet al, 2019). (A) Dimerization: interaction between fitestrand (green) of a monomer with
theb2 strand of the adjacent monomer (blue). (B) Oligomerization: interaction betweetethédtnain
of a dimer (red) with the hydrophobic groove formed byfihdturquoise) an@®8 (orange) strands of
an adjacent dimer. (C) Large oligomer formation: interaction between the-texed@main (pink) of

the oligomer with th@9 (red) strand on another oligomer.
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d)sHsp, actors of stamaessviespense with

The proper folding of proteins is essential for life (Klagbsl.2018), but unfortunately stress
conditions dramatically increase their level of unfolding (Tyedneérsl. 2010). Indeed, the
modification of environmental conditions (i.e. acidification) may modify the physicochemical
properties of amin@acids, changing their interaction and consequently the final organization of
the proteins. As the biological function opeotein is strongly linked to its tertiary structure,

this denaturation will induce the loss of its function. This loss of functionality also induces
modifications to the whole cellular and replicative metabolism (Bexgak, 1996; Limet al,

2000). To survive, organisms have succeeded in adapting to their environment by developing
various strategies for maintaining proteins. One of these strategies is the production of
molecular chaperons such as sHsps (Jaita, 1993; Boyleet al, 1994; Singlet al. 1995;
Wanget al, 1995; Changet al, 1996; Guzzeet al, 1997).Since the beginning of the 1990s
several studies have suggested the moleché&parone roles played by eukaryotic and bacterial
SHSP They constitute the first line of stress defense of the protein quality control (PQC) system
(Bukauet al.2006; Cheret al.2011; Haslbeclet al, 2015; Haslbeckt al, 2019; Mogket al,

2019 Obuchowsckiet al, 2020) sHSPs confer resistance to several kinds of stress such as
heat, cold, salinity, ethanol, acid and chemicals (Gatred, 2017; Waters and Vierlingt al,

2020; Ma et al, 2021;Tian et al, 2022).sHSPs sequestelenatured proteins in an ATP
independent manné¢dakobet al, 1993;Rodriguezet al, 20229 and thusould be considered
more asosequestraseso than fAhol da@lashecket t he
al., 2015; Haslbeckt al, 2019; Mogket al, 2019; Reinlest al, 2021) To refold the misfolded
protein, oligomeric sHSPs must collaborate with the HSP70/100 complex (Veger

1998). The chaperone Hsp70 binds to the denaturedmiasgin assemblies to displace the
sHSPs. This bindingllaws the recruitment of Hspl100 to extract and refold these proteins
proper |l y éttawa017h Wieksame mechanisms have been observed both on
eukaryotes such &accharomyces cerevisi@8loveret al, 1998; Cashikaet al, 2005), and

on bacteria likeE. coli (Mogk et al, 2003) and Archae such &ynechocysti$Giese et
al.,2005).
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In addition to their role of molecular chaperone, the literature suggests a growing number of
roles fulfilled by sHSPs. They have been described in smmeoorganisms as having an
impact on virulence@buchowsckiet al, 2020) cyst and spore formation (Henriquetsal,

1997; CocotlYafiezet al.2014;Jeeet al, 2019, dormancy (Yuamt al, 1996. Cunningharat

al., 1998), cell cycle regulatiorkK{m et al, 2020, immune system modulatiobdngoet al,

20217 and biofilm formatior(Yehet al, 1997;Zaraet al, 2002; Diazet al, 2006; Kuczynska
Wisnik et al, 2010; Pidotet al, 2018) Moreover, another roleas been attributed to certain
sHSP correspualing to the capacity of maintaining cell membrane integrity. This new activity
has given rise to the concept of SHSPs as lipochaperones (Madte2014) and will be
described more precisely in the next chapter.

I)  Zoom on sHSP lipochaperon activity.

The maintenance of the optimal state of fluidity of the cellular membrane is crucial to withstand
stressful conditions. Organisms cannot synthetize the lipid bitly@ovobut can maintain a
continuous process of lipid production and modification (Obuchoweis&i, 2020). However,

these two processes take time and are not sufficient at the beginning of stress to limit changes
in the fluidity and/or structure of the microdomain. These changes may act as a sensor
perturbation for signal transduction, leaglito the activation of SHSP genes (GEkital, 2016,

Vigh et al, 2007). In addition to their common molecular chaperone activity, some sHsp have
the particularity of performing a lipochaperon role by interacting with membrane lipids to
maintain optimal membrane fluidity (Maitret al, 2012). This second activity seems to be
temporally favoured over the chaperone activity, suggesting the importance for a cell to
prioritise the regulation of its membrane fluidity following an environmental perturbainis.

has been demonstrated for the human sHsp HSPB1 and HSPB5 and LoIR wemi (De

Maio et al, 2019, Maitreet al, 2014). Currently, little is known about this subject, and the few
sHSPs described are present in model organisms representative of all kingdoms of life.
However, a thorough study of all sHsps could demonstrate that lipochaperon activity may be a
common tait of SHSP. Although they are known to interact with lipids (T&pléKim et al,

2011, Couchenest al, 2005, Baloget al, 2005) the mechanism of interaction remains poorly

understood.
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Certain sHsps have been described as having interactions with different membranes.
Immunolabeling techniques have made it possible to observe the interaction between sHSP 17.8
of Arabidopsis thalianavith the chloroplast membrane (Kiet al, 2011), human HSPB1 and

HPB5 with the mithochondrial membrane system and lipid rafts (De &tah 2021), HSPA

from Synechococcusp. with the thylakoid membrane (Nitt al, 2005; Obuchowsket al.

2020), and HSP16.3 frodlycobacterium tuberculosisith positively charged lipid bilayers

of M. tuberculosigSunet al, 2005; Zhanget al, 2005). Wilhelmy's method showed that the
interaction between the two sHS#sSchizosaccharomyces pombtsP15.8 and HSP16, and
different isolated lipids extracted from its membrane was stésgdependent (Glatet al,

2016).

Lipochaperone activity, i.e. interaction with the membrane and then the regulation of membrane
fluidity, was observeth vivoandin vitro by fluorescence anisotropy measurements (reflecting

the fluidity state of lipid bilayers) on Lo18 &f. oeni(Coucheney et al, 2005; Maite¢al,2012

and 2014; Weidmanret al, 2010 and 2017) and sHSP 18.55 frauactiplantibacillus
plantaruminteracting with the charged membrane after ethanol stress and severe heat stress
(>48°C) (Capozzet al, 2011, 2012). Differemdl scanning calorimetry showed that sHSP17
from Synechocystisp. can increase the physical order of the membrane to stabilize lipid
membranes (Tsvetkow al, 2002; De Maio and Hightower 2021) in response to heat stress
(Balogi et al, 2008; Suret al, 2005). Finally, electrolyte leakage analysis was performed to
measure cell membrane stability at elevated temperature on sHSPDaAUcok carotg Ahn

and Zimmerman, 2006).

Although the interactiomechanism is certainly lipid/sHSP dependent, other characteristics are
also fundamental for it to occur (Figu2e):
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Figure 21 : Mechanism of interaction described between sHSP and the membran@) Dissociation of the sH!
oligomer near the membrane allows ligitbtein interaction. (2) Interaction with the polar head of phospha
according to their structure and state of fluidization (Tsvetkova at al., 2002; Ma#te 2012) (3) Electrostat
force, occurring during the disassembly process can attract the protein to the membrane and enhance t
force. This electrostatic force may expose hydrophobic domains ¢ #48ing to protein structure modifical
(Zhanget al, 2005) which can then bind to the membrane (Ghext, 2003, Tsvetkovat al, 2002).

Association Dissociation

The dissociation of the sHSP oligomer is a prerequisite for lipid binding.The dynamics of
oligomerization (associatiedissociation) seems to be very important for all the sHSPs
described above. Indeed, the loss of this equilibrium between dissociatiagsmathtion leads

to the inability of SHSPs to interact with the membrane (Babgl, 2008; Chenet al, 2003;

Maitre et al, 2014; Zenget al, 2015). Balogi and colleagues suggest that the dissociation of
the oligomer into the dimeric structurahit near the membrane will allow their uptake by the
membrane (Baloget al, 2008), certainly due to the exposure of certain protein domains
initially hidden in the oligomer (Zenet al, 2015). It is important to note that the dissociation

of oligomers appears to occur, in vitro, in a temperature range of 40°C to 50°C. For example,
this dissociation occurs at 43°C for HSP26 fr8mcerevisiagand 40°C for sHSP 16.9 from
wheat (Cheret al, 2003). This temperature range is similar to that of membraiakz#ition.
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Specificity of sHspmembrane interaction

The reversible interaction between sHSPs anc
on the one hand, on the sHSP, and on the oth
to the degree of unsaturati @l afr three dfsaat{tBya | a
2008). These interactions prevent the for mat
pol ymor phi sm owhetnhei tnse npphroasnpech ol | petdsala® £6 ;di s
Tsvet kova at alet,, aB@®®2 ;Ph@syphmdney d compositi
deter mi nama mmrfarmsedSiPnt eracti on. Il ndeed, the |
wal |, but a highly dynamic structure with a
me mbr ane a ivrearymdd tuei (dDaPndB9 0. For exampl e, Lo
better with a mix of saturated, unsaturated,
with a high content oét sakP0diadataddf 20tl$4) ac HS:
pomhas a higher affinity for monol ayers (pr
I nteracts i n an equi val ent manner for al |l
phosphatidylinositol (PI), phosphatidyl et han
contrast, the.seooom&Ps$6lspi sf more specific si
for PG but l eed , ad0fl®én) . PI ndé&kdt zthe disrupt
around the phosphate of thesipblaramneéaidt woould
binding site between ®HSPal2a0n0d2)Il. i pHodrs i(nTsstvael
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via the head group of phospholipids, abd0B8Bhe

as was al so demo@O.stdgnhnientt asor i hgl8 hef ani sotr
| i pos omeest ,(aMal 1t 2r)e.

Electrostatic and hydrophobic interactions:

Electrostatic force is an important element in these interactions which may occur during the
disassembly process. All the sHSPs described display a negative charge in neutral buffer
solution and mainly interact with positively charged membranes (Cagicaizi2011 and 2012,
Glatzet al, 2016, Suret al, 2005). However, there are also hydrophobic interactions between
sHsps and the lipid bilayer that should not be neglected. Indeed, electrostatic interactions
generate a slight conformational change isgHxposing hydrophobic zones that interact with

the membranes (Chexn al, 2003, Tsvetkovat al, 2002).
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Thus, the structure of the protein in membrane stabilization is important. For instance, the
flexibility and dynamism oM. tuberculosidHSP16.3 increases in the presence of

Mycobacteriummembrane lipids (Zhangt al, 2005).

[l1) Analysis of primary structure: the beginning of understanding

Although the primary sequence of sHSP is poorly conserved, the protein structure (Boulain

al., 2010) and the primordial activities of these proteins are rather homogeneoust(dbng

1998). One explanation concerns certain motifs that remain highly conserved between sHSPs
(Jongetal, 1998) , s uc ferystallin dontaio allewing the otighneerishtion of the
protein (Morimotet al, 1998). Indeed, directed mutagenesis experiments generating proteins
with point mutations in HspH oBradyrhizobium japonicumhave shown that single
modifications in this domain have a significant impact on the structure and chaperone activity
of this sHsp (Lentzet al,, 2003). Some amino acids such as leucine at position 122 of HSP16.3
from M. tuberculosio r  ar gi ni ne pr eryseiné doiain ate bl edsantmla n U
for maintaining the stability of the protein, but also for the chaperone adtivitiyo andin

vitro (Mao et al, 2001; Kumatet al1999). Finally, single mutations in the Lo18 proteirQof

oeni lead to the loss of chaperone activity for the A123S mutatiomivo and in vitro
(Weidmanret al, 2010 and 2017; Maitret al, 2012). All these works show that some residues,
highly conserved on the sHSP primary sequence, are essential for establishing chaperone
activity. Thus,it seems possible to investigate the importance of conserved amino acids in
predicting the lipochaperon activity of an sHSP.

If we compare the sequences of 12 sHSPs described as having lipoclaaiertyn(Table3),

a low sequence homology is obtained with 31.8% identity at the protein sequence level (Figure
22).
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Table 3

: SHSPs described for their lipochaperon activity in model organisms.

Organism SHSP References
HSPB5
Human Homo sapiens De Maioet al, 2019
HSPB1
Arabidopsis thaliana HSP17.8 Balogi et al,. 2008, Kinet al, 2011
Plant
Daucus carota HSP17.7  Ahn and Zimmerman 2006, Balogi et al,. 200!
Hspl5.8
Yeats Schizosaccharomyces pombe Glatzet al, 2016
Hspl6
Lactiplantibacillus plantarum Hsp18.55 Capozziet al, 2011
Oenococeus oeni Lol8 Coucheneyet al, 2005, Maitreet al, 2012 and
2014, Weidmann et al, 2010 and 2017
. . Balogiet al, 2008, Tsvetkovat al, 2002, De
Bacteria Synechocytis sp Hspl7 Maio and Hightower 2021.
Thermosynechococcus vulcanus ~ HspA Royet al, 1999
Synechococcus sp. HspA Nitta et al, 2005; Obuchowskiet al.2020

Lini et al, 2008; Sunet al, 2005; Zhanget al,

Mycobacterium tuberculosis HSP16.3 2005

If these 12 sequences are compared with 38 protein sequences of the sHSPs available in the

literature, representative of the different kingdoms and particularly of lactic acid bacteria (20
of them), 28.4% identity isbserved (Figur@2).
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Figure 22: sHSP primary sequence alignmenty ClustalW algorithms using Jalview 2.11.2.5
software. (A) Comparison of the alignments of 12 primary sHSP sequences described for their
lipochaperon activity named "lipochaperon sHSP" with 38 primary sHSP sequences not described for
this role named "Nordipochaperon sHSP". Highly conserved (dark blue), conserved (blue), non
conserved (white) and unaligned (gray) residues are shown. Four domains, presebfahdet (red

arrow), before thé4 sheet (yellow arrowp5 sheet (green arrow) abd sheet (blue arrow) respectively

are more conserved on the lipochaperon sHSP. (B) Location of the four particularly conserved domains
on a 3D predicted representation of@noenisHSP Lo18 monomer.

Nevertheless, sequence alignment performed by ClustalW algorithms using Jalview 2.11.2.5
software between these two groups (described or not described for lipochaperon activity) shows

the presence dbur highly conserved amiracid motifs in which the SHSP is able to act as a
lipochaperon molecule (Figur&2) . On these four amino acid m
"ELPG" wupstream of the b4 strand, the "LTI SC
b7, the significantly ( pVa kashearepr@éserdifh 27)3%mb st ¢
the cases for the sHSP of the lipochaperon gveugus 50% for the other sHSPs, (respectively,

72.2% vs 64.1%, 63.4% vs 43.7%, 81.8% vs 48.7% and 90.9% vs 43.6%). In addition, they are

al | present -sheets,avbiah can lead toantetactidn between them. Studies have
shown the impact of catih amino acids (present on the fourth arvmeal motifs: blue arrow

in figure 4) on the protein structure without concluding on the loss of activity. Indeed, it appears
thatte second arginine pr es e Mtjanpashiicanakso iffiteracts h e e t
via a hydrogen bridge with the oxygen atom of the glycine carbonyl group located just upstream

of t he b 2etd, 1998), tthuysthlulining this sheet. Likewise, the mutations R127W,
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S135F, R136W, R140G, K141Q on human b6/ 7 sH.
formation of large oligomers (S135F, R136W), preventing their oligomerization (Mymeikov

al., 2011). In addition, crystallography studies on sHsp (Kim et al 1998; van Moatfort

al.2001; Luiet al, 2015; Bhandaret al, 2019) have defined that by interacting together the

FXR (b7) and GVL (b9) domains maintain the t
al 2001). Nevertheless, many studies on the structureifunof sHSPs have focused on
metazoan sHSPs. However, it appears that bacterial SHSPs may be less flexible than metazoan
sHSPs (Lentzet al, 2003; Studeet al, 2002). This structural rigidity of bacterial SHSPs

makes them more susceptible to point mutations or transduction (&tudkr2002). This

makes them excellent candidates for ithgivo andin vitro analysis of the importance of the

four previously identified aminacid motifs by sequence comparison. For instance, the second
aromatic residugp r esent on the | ast moti f , O 6eRIBERSYGS
important for lipochaperon activiiy vivoandin vitro (Weidmanret al.2010 and 2017; Maitre

et al, 2012). Anisotropy measurements performed on the modified Lol8 protein Y107A
showed its inability to prevent fluidization upon heat shock (Weidnedrah. 2010). Using a

predicted model of Lo18 (obtained by trRosetta and confirmed by Alphafold 2), the aromatic
ring of this tyrosine coul d a earnystabiredomaintoe non b
Lo18 (Figure23 A), by interacting with adjacent amino acids. Indeed, the predicted average
distance of 3.6 A between tyrosine and its four adjacentaauius (Figur@3) allows van der

Waals interactions to maintain the structure (Taretkal, 1976; Scheragat al, 1968). In

contrast, the number of interaction sites and the distance between these amino acids and the
alanine instead of tyrosine (5.925 A) disappear (Figam®). It is important to note that all the
amino acids that can i nt er ac-sheéws t-énftatifyln osi ne
addition, three of them are present on highly conserved aadidomotifs described above

(yellow and blue arrow, Figure 4).

By extension, it seems possible that these highly conserved -agithonotifs between sHsp

that possess lipochaperon activity play a role in their structure, allowing them to interact with

the membrane.
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Figure 23: Amino acid interaction distances inO. oenisHsp Lo18 (A) interaction between the
aromatic ring of tyrosine at position 107 (red) and its adjacent amino acids (blue) within an average
radius of 3.6 A; or (B)nteraction of the alanine at position 107 from the tyrosine mutation (red) with
adjacent amino acids (blue) within an average radius of 5.925 A. The loss of the aromatic ring alters the
interaction distances with other amino acids.

Conclusion:

To conclude, it appears that SHSPs can interact with lipids via certain amino acid residues

present on the b2, inter b3/4, B5 and b7 str

the structure and dynamics of oligomerization, and are certasdygal for the interaction and
maintenance of optimal cell membrane fluidity. Despite the growing number of publications in
this field, the overall mechanisms allowing the interaction between sHSPs and cell membranes
are still poorly understood.

New experiments should focus on this activity and the highly conserved -agithonotifs
described above to increase knowledge in this field. This may be particularly interesting as the
lack of lipochaperone activity of SHSPs is implicated in certain hyma#hologies. This is the

case for example in the rare autosomal dominant form of familial exudative vitreoretinopathy
which may be caused by the inability of humaargstallin to interact with the retinal cell
membrane (Bakthisaraet al, 2015). Likewi®, treatment of neurodegenerative diseases such

as Parkinson's or Al zheimerdés may be based
association of sHSPs with the membrane could allow targeting membranes or cytoskeletal
domains to facilitate the iocporation of membrane proteins (Bakthisagtal, 2015), leading

to the protection of neurons (To#t al, 2015). Finally, the ability of sHSP to protect
membranes could be beneficial for probiotics or ferment production, especially for lactic acid

baderia.
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Indeed, this would allow them to resist production processes such asdrggmg which is

known to induce a deleterious modification of the membrane fluidity of microorganisms (Arena
et al, 2019). This has already been described for the Hsp18I55tdntarumwhich induces
cryotolerance by acting as an antifreeze protein (Aetrad, 2019).

It appears that understanding the lipochaperon activity of SHSPs could become an important

area of research in the next decades.
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Bien que les connaissances sur la contribution SHSPs dans les mécanismes de réponse au stress
sonten constante expansion, leur fonction de lipochaperon demeure encore peu comprise, et
les mécanismes fondamentaux associés sont insuffisamment décritsndtféro b j et de's
premiers axes de cette thése. De plus, I'impact des fonctions de chaperon et de lipochaperon
dans divers mécanismes de survie, tant a I'échelle individuelle que de la population, demeure
également relativement peu exploré chezlesl®ec i es | acti gues et fera

de cette these.
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En réponse au stress,dgnthése déa protéine Lol8, unique sHSP @& oenj (Guzzoet al,

1998, 2000)oue un rdle primordial dans le maintien de la viabilité cellulayécea ses

activités chaperoret lipochaperonDelmaset al, 2001; Guzzet al, 1998, 2000; Jobiet al,

1997; Spano & Massa, 2006; Tourddaréchalet al, 2000) Des recherches antérieures
menéesau laboratoire ont mis en évidence l'importance de la structure et de la plasticité
oligomérique de Lol18 darses fonctiondCoucheneyet al, 2005; Delmagt al, 2001; Jobin

et al, 1997; Maitreet al, 2012; Weidmanet al, 2010) En effet, Lol8 est
son r'le de chaperon mol ®cul aire sur | es pr.
stress La protéine est alors présente sous un meélange de différentes formes oligomériques
(allant de 2 a 16 soumités) (Weidmannet al, 2010) Parallelement, lorsque la fluidité
membranaire augmente, Lo18 interagit avec la memhmaiggiemensous forme de dimére,
assurant son réle de lipochaperon moléculaire en maintenant l'intégrité memifMasieset

al., 2012, 2014)Cependant, la relation entre la structure de Lo18 et ses fonctions, en particulier
pour sa fonction de lipochaperon moléculaire, demeamreore mal comprés(Lentzeet al,

2003; Santhanagopalahal, 2018; Weidmanet al, 2010) De facon globaldes mécanismes
fondamentaux impliguedangl iiteraction entre les sHSPs et la membranentsperadiqus

(Balogi et al, 2008; De Maicet al, 2019; Glatzt al, 2016; Nittaet al, 2005; Tsvetkovat

al., 2002; Vighet al, 2007; H. Zhangt al, 2005) Enfin, bienqu'il soit clairement établi que
I'activité chaperon de Lo18 est réduite en présence de memhlrampssuggee une affinité
préférentielle pour les lipidegMaitre et al, 2014) aucuntravail n'a encore décrit les

mécanismes sotjacents. Dans ce contextsis objectifsprincipaux se dégagent.

MdCar aetd®si i ens ednet rlLeoslbBa' Ise raduec tluirppoc haper or

Léoanalyse de |l a structure primaire de L0018 e
doéidenti fier pl usi eurs r ®si dus haut ement C
|l i pochaperon d®montr ®e. Ces aci dessmeatodlan ®s p ¢
structure de |l a prot®i ne ou dans | 6interacti
modi fi ®es par mutag®n se dirig®e sur ces aci
activités de Lo18. La structure (secondaire, dadiet quaternaire) de Lo18 a été étudiée par

des m®t hodes de dichropusmes circulaires ° ra
et de pr®dictions informatiques et a ®t ® mi s
et lipochaperon de Lo18.
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HAdCar act ®e i ls@it mpaactd de | denvironnement | ipi
| i pochaperon de Lo018.

L6i nt e rsaHSBavecla ntembrane a été décrite péite a la fois sHSRpécifique et
dépendante des propriétés physicochimsgiesla membranéBalogi et al, 2008; Csobozet

al., 2022; Glatzt al, 2016; Tsvetkovat al, 2002) Dansce second axe 6 ® { nosiravaux

ont porté sur les liens existants entre la nature lipidiqgue de membranes @swultures
bactériennes difféerentes@ ! 6 act i vi t ® | i ,diipla $trachure deoLnl8Athed L o 1 8
des analyses de SRCD sur les structures secondaires de Lo18 lors de son interaction avec des
liposomes issus daulturesd'O. oeniou deL. plantarum son activité lipochaperon en présence

de ces mémes liposomes et son affinité pour différents domaines lipidigndsranaires ont
permis de mieux comprendre | 6i mpact de ces d

de | 6activit® |ipochaperon et |l a structurat.

Parallelement a ces travawmousavons recherché un éventuel role de Lo18 daifsrmation

de biofilm. En effet, & formation de biofilm, tout comme la synthese de proséileestress,
représententune stratégie efficace pour faire face aux conditions environnementales
défavorables présentes dans le vin. Ces deux mécanismes peueerticea t er et s obé6i n
positivement, c o InpAB et e$ biofilmsd B. eoli (CKalsc zeWWES ket k

al., 2010)ou Hspl8&et les biofilmsde M. ulcerans(Pidotet al, 2010) Concernant Lo18 &D.

oeni, différens travaux réalisés au laboratoire ont montré que, en réponse au stress, les cellules

en bi df aehicontirduént de synthétiser LolBastardet al, 2016) Toutefois, aucun

lien entre Igproductionde Lol18par des cellules en biofilm et son réle putatif dans la formation

de cette structure tridimensionnelle nbda ®t¢«

thése.

odCaract ®ri satila@an pdlootlEd indepraxct!| alef or mati on d
Des milieux enrichis en prot® ne L0018 (surp
prot® ne purifi®e dans un milieu de <culture
prot® ne dans | 6archibtieocftiurmes dau @tsii o iffRosrnmPasL
obserdatliemr structur e p(airi )mi @dreolslceotpii cem @soi nsftoa
conditionshet megepamessaecisdee viabilit®
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MATERIELS ET METHODES
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A. Conditions de cultures

La souche de référen@enococcus oediTCC-BAA-1163 (isolée de vin rouge en Aquitaine),
la souchelactiplantibacillus plantarumWCFS1 (Kleerebezenet al, 2003)ainsi que deux
souches d&scherichiacolDH5 U et BL21 ont ®t® utilis®es al

Les c eO.loeniord été cdltivées en anaérobiose a 28 °C dans du milieu FT80 modifié
(FT80m)(Cavinet al, 1989)ajusté a pH 3 : extrait de levure 5 g/L , extrait de viande : 5 g/L,
phosphate de potassium monobasique : 0,6 g/L, sulfate de magnésium: 0,13 g/L, sulfate de
manganese: 3 mg/L, chlorure de potassium : 0,45 g/L, chlorure de calcium: 0,13 g/L , Tween
80 : 1 mL/L, glucos : 5 g/L, fructose : 3,5 g/L, acide malique 10 g/L.

Les cellules dé&. plantarumont été cultivées en anaérobiose a 28°C dans du milieu MRS ajusté
a pH 6.3: peptone 10 g/L, extrait de levure 5 g/L, extrait de viande 10 g/L, glucose 20 g/L,
polysorbate 80 1 g/L, acétate de sodium 5 g/L, sulfate de magnésium 0.1 g/L, sulfate de
manganes 0.05 g/L, phosphate disodique 2 g/L.

Les cellulesd&.coliont ®t ® wutili s®es pour | a surproduc
des difficultés de manipulation du génomeQieoeni La souché. coliDH 5 U, poss®dani
mutations recAl et endAl facilitant | dinsert

transformation et la production massive du plasmide pET28a. La souche BE2talea été

utilisée pour optimiser la production de la protéine Lo18 a partir du lggpi8présent sur le

plasmide pET28a placé sous la déggkance du promoteur T-D- i nduc
thiogalactoside (IPTG). Les souches sont cultivées en aérobiose, sous agitation a 150 rpm, a

37°C dans du milieu LB : tryptone 10 g/L, extrait de levure 5 g/L, chlorure de sodium 10 g/L.

B. Obtention de transformants mutés sur le genbspl8

La protéine Lo18 a été surproduite dans un systeme hétérologie.caiza f i n doé6°tre pu
Pour augmenter le rendement de purification, une étiquetteHisiigline a été ajoutée en-N

terminal de la protéine recombinante Lo18.
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Pour cela, le génespl8codant pour la protéine Lol8 est on® dans | e pl asmic
pET28a au niveau des sites de restrictions Ndel et Hindlll (FRf)rd.a souche transformée
nommeéeE. coli Lol8 (BL21 hspl§OENOO_66120):: pE-hspl8HIS) est résistante a la

kanamycine, ce qui permettra sa sélection.

(5578) HindIII Dpnl* (5621)

(5129) Ndel

(4972) Dpnl™
(4966) DpnI* '\ ’
(4960) DpnI* — 4
(4869) Dpnl* —

DpnI* (592)

_DpnI*® (944)
—~

_Smal (1069)

i/
4680) Dpnl* _ /4 ’
( ) Dp — “— Dpnl* (1074)

pET-hspl8-HIS
5755 bp

(4334) DpnI™ — - DpnI* (1483)
=< Dpnl* (1491)
—_ DpnI* (1502)

~ Dpnl* (1577}

(4230) Dpnl™ —

(3857) Dpnl* "~

(3468) DpnI* DA
(3200) Dpr1* 7/ I

(3185) Bgll [/
(3158) DpnI* DpnI* (2951)

Figure 24 : Carte de restriction des sites DPN1 du plasmide pET:
hsp18HIS

1.0 nt ®gr at ilspddBs pd arseni de pET28a

LOADN de 1 mL dbéune cul Duoenta é extrgi krassivant @x p on e

i nstructions du kit I nstaGene mahsplBparPCRBiIi oRad
a permis déintroduire | es sites de restricti
amorced | anqu®es des s®quences Ndel hspl8otéte et Hi
dessinées (Table&) et wutili s®es dans | a r ®act,i0dn dobdan

MM de chaque amorce, 10 pL de 5X GO Taq Buffer, 1 pL de dNTPs (10 mL0de GO

Taq (5 unit ®s/ @iepouraun voldnee finalé éed® uL.LCk ik RCR a ensuite
subi une dénaturation initiale (98 °C durant 30 s), 35 cycles de dénaturation (98 °C durant 8 s)
/ hybridation (63 °C durant 15 s) / élongation (72 °C durant 12,5 s) et une élongation finale (72

°C durant 2 min).
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Les fragments PCR obtenus ont été purifiés avec le kit Nucleospin gel and PCRpckeiain

(MachereyNagel), puis ont été insérés dans le plasmide pET28a par ligation en utilisant le

mélange réactionnel suivan? uL de T4 DNA ligase Buffer 10X, 40 ng géasmide pET28a,

10 ng des

final de

fragments PCR amplifi®s, 1 OL

20 OL. Le m®l ange

est i

mi nutes doéincubation °~ 65 AC.

ncub®

Tableau4 : Souches, plasmides et amorces utilisés pour induire les mutations csp&8e

thi_1gyrA96relAl - &

SoucheE. coli Caractéristiques etdescription Resistance
F- 0 8lacZ pM1 5 lacapA_argF) U169
DH5a recAl endAl hsdR17(k-, m:*) phoA supE44

BL21 Star (DE3)

Fomprl hsdss (rs", mg) galdcmrnd 31 (DE3)

BL21 hspl§OENOO_66120):pET-hspl8

Kan

E. coliLol8 HIS

E. coli E6OK BL21 hspl§OENOO_66120):pET-E60K | Kan'
E.coliT79V BL21 hspl§OENOO_66120):pET-T79V |Kan

E. coliG82V BL21 hspl§OENOO_66120):pET-G82V |Karf

E. coliR99D BL21 hspl§OENOO_66120):pET-R99D | Kan'
Plasmides Caractéristiques et description Resistance
pET-28a Vecteur doinserti on|Kan

pPET-hspl18HIS

pET-28a fragment du génlespl8de 447 by
cloné aux sites Ndel/ Hindlll

Kan

| 6arginine par | 6ac

DET-E60K pET—hS.p18HI S rput a.t. i on p(Karf
glutamique par la lysine gposition 60

DET-T79V PET- hspl8HIS mutation ponctuelle de |Karf
thréonine par la valine en position 79

DET-G82V pPET- hspl8HIS mutation ponctuellede laj Karf
glycine par la valine en position 82

DET-R99D pPET- hspl8HIS mutation ponctuelle d¢Karf

Kan, resistance a la kanamycine.
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OligonucleotidesSequence (56 _ 30)

Constructions des plasmides pB3p18 HIS, pEFE6OK, pEFT79V, pETG82V, pEFR99D
F_Lol8 His GCACAGCATATGGCAAATGAATTAATGGATAGAAATGATGG
F_Lol8_E60K |GAATACGGCCTGAAAATCAAACTTCCAGGCTTG

F Lol18 T79V |CAAATGATAATCTAGTGGTATCAGGAGTTTTGAGTTCCAAGGCC
F _Lol8 G82V |CTAACGGTATCAGTAGTTTTGAGTTCCAAGGC

F_Lo18_R99D |CAAGAAAAATAATGTCGTTGACAGCGAACGTCGC

R_Lo18 His TTGGCTAAGCTTTTATTGGATTTCAATATGATGAGTTTGACTTTCG
R_Lo18 E60K |CAAGCCTGGAAGTTTGATTTTCAGGCCGTATTC

R_Lol18_T79V |GGCCTTGGAACTCAAAACTCCTGATACCACTAGATTATCATTTG
R_Lo18 G82V |GCCTTGGAACTCAAAACTACTGATACCGTTAG

R_L0o18 R99D |GCGACGTTCGCTGTCAACGACATTATTTTTCTTG

F_, forward; R_, reverse

2. Transformati &n ®&ES asouches

Lasouché.coliDH5U a ®t ® transfor m®e par | es pl asmi
100 OL deE. wleDH5ul ersendddues comp®t e nonteété maenec O .
contact avec 2 L du plasmide ligué puis placés 30 minutes dans la glace. Un choc thermique
de 30 secondes a 42 °C a été réalisé afin de faire pénétrer le plasmide dans la cellule. Les
cellules ont ensuite été placées 2 minutes dans le, glais incubées 1 h dans 400 pL de milieu

SOC (tryptone 2 %, extrait de levure 0,5 %, NaCl 10 mM, KCh#yg MgCl> 10 mM, MgSQ

10 mM et glucose 20 mM) a 37°C, sous agitation a 200 rpm. La suspension bactérienne a été
étalée sur boite (LB enrichi en kanamycine (50 pg/ml)) et incubée toute la nuit & 37 °C. Trois
colonies ont été utilisées pour réaliser une extraction de plasreide,lss instructions du kit

d 6 e x t r Rlasmid DINA extractiom commercialisé par la société Macherey Nagel, afin de
veri fier | 6i mpl&g plasmide pan éledtrophgrése. e

78



3. Mutation ponchtsuwell8l e du g ne

Afin dé®tudier | 6i mportance de certains r ®si

ont été réalisées

- E60K : | 6acide glutamique en position 60
- T79V : l a thr®onine en position 79 a ®t®
- G82V : |l a glycine en position 82 a ®t® re
- R99D : | 6arginine en position 99 a ® ® re

Le genehspl8présent sur plasmide pET28a a été muté de facon a modifier ces différents
résidus. Lesouches obtenues ont été respectivement nomiméed E60K, E. coliT79V, E.
coli G82V etE. coliR99D (Tableau).

Les mutations ont ®t® introduites par PCR er
de méme séquence que le gaepl8avec une unique modification au niveau de la mutation

voulue (Figure25, Tableaw). Pour chaque échantillon 2,5 uL de 5X Q5Taq Buffer, 1,5 uL de

MgClz, 0,25 pL de dNTPs, 0,638 de chaque amorce a 10uMP625 uL de Q5 Taq, 3,5 pL

de plasmide (50 ng) et de | deau wultra pure
Léamplification (du pl asmi de ensi da ) e s
dénaturation/hybridation/élongation : dénaturation a 98 °C durant 20 s, hybridation a 57 °C

durant 30 s et élongation a 72 °C durant 188 s.

Afin do®l i miner | e plasmide matrice et de n
modifié, une étape de digestion des produits PCR a été réalisée pendant une heure avec 1 uL
déenzyme DPN1 ° 10 U/ OL. Cette diyzwwme dea |l DAI
matrice et dégrader les plasmides matrices utilisés lors de la réaction de PCR. A la suite de cette

di gestion, 10McoDHS5dl ocnetl |@tl®,s dded nouveau, tr:
c-haut , afin doobt e npiasmidesnLa prégsenaenddsemutgtions a eénsuite® d €
été vérifiee par séquencage en suivant les instructions de la société GENEWIZ. Les résultats
des séquencages ont été analysés par BLAST. Une fois la séquence vérifiée, les plasmides ont
été extraits puis intcbu i t s d a n sE. doleBL24,en suivaat ledn@me protocole de

transformation que pour | a souche DH5U.

79



Amplification par PCR

Glugd ¥

pET28a-hspl8§-
E6OK

pET28a-hsplS-
HIS

Plasmide matrice Mutation ponctuelle

Figure 25: Stratégie utilisée pour induire les mutations ponctuelles E60K, G82V, T
R99D. Deux amorces complémentaires de méme séquence que le géne hspl8

uni que modi fication au niveau de | a
G82, le 779 ou le R99) ont été utilisées pour amplifier le plasmide pER2RaBHIS.
Léamplification du plasmide avec | e

PET28ahspl8E60K pET28ahspl8G82V, pET28ahspl8T79V, pET28ahsp18R99D
codant respectiveamt pour les protéines modifiées de Lo18 E60K, G82V, T79V et |

C.Production des protéines Lo18 et Lo18 modifiees

11 nducti on

Latranscriptiondu gértespl8a ®t ® i ndui te par ajout doél PTG d
permet | a formation doéun compl exe avec | e r®@
permettant alors |l a synth se de | 6ARN pol ymeg
synthéisé peut se fixer au promoteur T7 présent sur le plasmide pET28a (sur lequel le gene
hspl8est présent) induisant la transcription géne codant pour Lol8. Grace a sa forte
efficacit®, | 6 ARN pol ym®r as asplB¢e gpienénsreirie | a s

surproduction de la protéine Lo18 dans la cellule (Figéye
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IPTG

Répresseur lac &
ﬂ geéne ARN polymérase T7

Promoteur/ac —=

‘ pET28a-hspl8-HIS

Promoteur T7

Génome E. coliBL21

Figure 26: M®cani sme doéinduction du g ne hspl8 par |
expression manuallRéalisée avec Biorender.

Dans | es f aiEtcsliBL21 cordenantdel plaamidepiT28ap180nt été incubées

dans du milieu LB contenant de la kanamycine (50 ug/mL) une nuit a 37 °C sous agitations a

200 rpm. Cette culture primaire a été utilisée pour ensemencer du milieu LB frais adgen DO

de Q1 (1 UDO = 510" UFC/mL). Lorsque la culture a atteint une §&6m= 0571 0,6, 1mL

déolI PTG © 50 mM a ®t ® ajout® afin déinduire
heuresd 6i nducti on, |l es cellules bact®riennes oIl
minutes a 4000g. Les cellules ont ensuite été lavées deux fois, puis resuspendues dans 60 mL
detampon A(2 mM de tampon phosphat e, 500 mM NaCcCl|
protéine avec la colonne de purification. La culture bactérienne précédemment resuspendue a
®t ® centrifug®e 30 secondes © 1000g paeur ®I i
®t ® broy®es ~ | 6aide du Celldsrapter (CahgantSegsteinsu | e s
Ltd, UK) en utilisant un programme de 3 cycles a 28 kPSI. Le lysat cellulaire obtenu a été
centrifugé une heure a 4°C a 12000g pour éliminer les débris cellulaires présents. Le surnageant
est stockeé a20 °C.

2. Purification

Les lysats cellulaires contenant la protéine sauvage ou modifiee ont été purifiés par

chromatographie déaffinit® © | 6aide dbébune <co

81



histidines présentes au niveattéminal de la protéine Lo18 vont interagir avec les ions nickel
pr®sents dans | a colonne et °tre retenues
pr ®sentes dans |l e | ysat. L Ge@hr cdmpéatition ethtee lek a  pr
mol ®cul es dobéi mi dazol es pr ®s e ntteeforte dffmitégpout e t ar

les ions nickel, et les noyaux imidazole des histidines de la queue histidine @Hgure

Pour ce faire 5 ml de lysat cellulaire ont été injectés dans la colonne précédemment équilibrée
avec 10 mL déampon A (2 mM de tampon phosphate, 500 mM NaCl, pH 7) avec un débit

de 1 mL/ minut e. Un gradient do®lution a ®t®
volume de 20 mL) afin doéattei ndr2eMdemmpoc oncen
phosphate, 500 mM NacCl, 500 mM doéi midazol e,
B a été maintenue pendant 10 mL avec un débit de 1 mL/minute. Durant cette phase, différentes
fractions éluées sont collectées et la quantité de protéines esttengmu un dosage de
Bradford. La présence de la protéine purifiée au sein de ces fractions a été vérifiée par western

blotting. La protéine purifiée a ensuite été stock&0&C.

Dépot Lavage Elution

g "‘/.Lysat cellulaire ’ "-/Tampon A Tampon B
Protéines —O ) * )
3 ‘— Lol8 - Imidazole

l Bille Ni-NTA W
’
»

5 &

Figure 27 : Principe de purification de la protéine Lo18 sur colonneTHap. Le lysat cellulaire contenan

prot®i ne dbéint ®r °t €ermap. Les pradgings@ols, partant uae qoewnd histidime
retenues sur la colonne et interagissent &billes de nickel La colonne est ensuite lavée avec une s
tampon. Durant cette étape de lavage, les protéines non fixées aux billes de nickel sont élué
l 6utilisation dbébun second t amp o ndeaickel peemetdendcroah:
et | 6®1 uti on Réalisée gvecBioréndar.es Lo 1l8.
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D. Analyses de la structure des protéines Lo18 et Lo18
modifiees

Les différentes structures protéiques (de la structure primaire a la structure quaternaire) de la
protéine Lo18 ont été analysées. Ces analyses-stiltr uct ur el | es ont per mi
alignement de séquences la récurrence de résidus hautensarivésrchez les sHSP décrites

pour leur role de lipochaperon moléculaire, @iY0 ®v al uer | 6i mpact de ce€
(correspondant aux substitutions choisies dans le paragraphe 1V.B.3) sur la structure tertiaire

de | a pr ot ®i n eteraction dvecues lipidesimembdamanes. | 0 i n

1. Alignements tmuwlcstiuprteemadees entre |

La structure primaire des sHSP a été analysée par alignements multiples de séquences, afin de

déterminer la presence de motifs conservés entre les SHSP possédant une activité lipochaperon.

Pour ce faire, lestructura primaires de 50 sHSP issue® or gani smes pr ®sent s

des regnes du vivant ont été alignées par le logiciel Muscle (T bkt

Léoalignement de s®quences des 11 sHSP d®crit
comparé avec celui des 39 sHSP encore non décrites pour cette activité avec le logiciel Jalview
2.11.1.4.
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2 Quantification des types de struct

a.Dichropusme circul aire

Afin dé@nalyse avec précison et robustesela structure secondaire de Lol8, choix de

l 6ut i | unsrayobrinement slyidchrotron a &t pour les mesures de dichroismes
circul aires. En effet, l 6utilisation de cet
améliore le rapport signal sur bruger met t ant |l utilisation doe@G

concentrésA | a sui t e d qRraposa pOR20067 esmgsures deedichroisme

circulaire & rayonnement synchroti@RCD)ont été réalisées sur la ligne de faisceau DISCO

au Synchrotron SOLEIL (France) en collaboration avec le Dr F. Wien (Synchrotron SOLEIL)

et le Dr. S. Combet (Laboratoire Léon Brillouin CEA Saclay). Ces mesures permettent
déesti mer | a odweanteiuti® |dedhs®Ibi,cedse L,oudes ou d:¢
prot®i ne Lol8 et des prot®i nes modi fi ®es, qu
la protéine est en interaction avec des lipides membranaires de différentes natures. En principe,

|l e rayonnement synchrotron polari s®, d®phas
échantillonc hi r al . L6intensit® de cette d®viation

secondaires des protéines (FigR&g

Rayonnement Rayonnement Déviation du —— hélice
Rayormement polarisé circulaire  rayonnement - - feuller
SyllClerTTOIl / — aleatoire
2
ey -
Pile .‘.‘.
Lame quart Protéine Détecteur
d’onde
L 190 210 230 250|
Polariseur Longueur d'onde (nm)
Spectre dichroique
Figure28:D®vi ati on de |l a |l umi re polaris®e circulair

secondaires des protéines.
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En détail, I'instrument a été calibré en utilisant un acide canifthsalfonique (Sigma Aldrich,
SaintLouis, US) pur a 99 % a 25 “M™liles et al, 2004) Les échantillons de protéines (Lo18
ou modifiées) ont été préparés dans un tampon phosphate de sodium 50 mM, afth de

limiter au maximum le bruit de fond d{ au tampon.

Ensuite, 50 ul d'échantillon ont été déposés dans une cellule cylindrique démontable en quartz
Suprasil (Hellma, Allemagne) de 0,02 cm de trajet optique. Les échantillons ont été soumis a
une rampe thermique de 15 °C a 84 °C (pas de 3 °C) au cours déelagigacquisitions de
spectres sont faites par pas de 1 nm de 262 nm a 176 nm, avec un temps d'intégration de 1,2 s
et une largeur de bande spectrale de 1 nm. Pour chaque condition testée, trois spectres de la
ligne de base (tampon phosphate et/outgwls lipidiques sans protéine) équivalents ont été
collectés a 15 °C. Pour chaque condition, les trois spectres collectés (contenant la protéine) ont
été moyennés et lissés (9 points avec lissage Sav@olay), puis soustraits avec les spectres
moyenné<t lissés de la ligne de base adéquate. Les spectres ont ensuite été mis a zéro entre
250 et 260 nm. Tous les spectres ont été normalisés en fonction de la concentration en protéines

et de la longueur du trajet a I'aide du logiciel CDToolX.

Un protocole similaire a été utilisé en présence de liposomes (produit comme décrit dans le
paragraphell.E.2) avec 20 uM de liposomes et 140 uM de protéines (Lo18 ou modifiées),
avec un balayage thermique de 25 a 55 °C avec un pas de 5 °C. La déconvolution des spectres

a été réalisée avec le serveur BeS{Bigtsonaiet al, 2022)

b.Pr ®di ctiindmrhmad i que

La connaissance, méme prédictive, de la structure secondaire de Lo18 est un élément clé dans

la compréhension de ses fonctions. En effet, la prédicticimfmomatique de cette structure

couplée aux résultats vitro obtenus par dichroisme circulaire, permet de prédire la proportion

et la localisation des structures secondaires. De plus la prédiction informatique permet
®gal ement dobéesti mer th®oriquement | e degr® d
Ces paametres ont été prédits pourles@otnes L0118 et Lol8 modi fi ®:q
modi fication de structure induite par | es su
(paragraphe IV.B.3). Pour ce faire l&sustures primaires de protéines Lo18 ou Lo18 modifiées

ont éte téléchargées dans le logiciel PredictProtein 1.0.88 afin de réaliser une prédiction de leur

repliement par alignements.
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3 Pr®di ction des structures-tertiair

i nformati que

Aucune structure cristallographi ®e ndé®t ant g
structure tertiaire a été prédite grace au logiciel Alfafold 2. La structure obtenue a ensuite servi
de r ®f ®rence et de comparaspbniablee domwamtguek
modélisation des interactions Lo18/membrane (AONLC2_OENOE), mais incomplet au niveau
N-t ermi nal . N®anmoins, cbest | e mod | e AONLC?2
modi fication de st r ucteaaugnendadon tledempératurte @&ionsde L o 1

| 6i nteraction avec une membrane de POPC.

a.Cr®ation et analyse doéun mod | e de str
par Al fafold 2.

Gr ©ce ~ | 6 av -imfeenmtqnet desinodelesfiales ant pu étre établis, comme
ceux r®alis®s par | e | ogiciel Al phafold 2.
Learning), ce logiciel utilise la base de données de Raotein DataBank» (PDB) pour
apprendre comment | es prot®i nes se replient.
rassemblement du Critical Assessment of protein Structure Prediction fin 2020 (CAPS14), a
montré que les structures tertiaires obtenues pagieidbsont comparables a celles obtenues
exp®ri ment al ement avec une fiabilit® particu
noexc AcCettp avancéd technologique a permis de mettre a jour la structure du domaine
Ucristallin de Lol1l8 avec une grande pr®cisi o
domaines, comme les domaines terminaux, ainsi que la longue boucle reliant lé fe et b5 &
feuillet b7, semblent °tre plus di fsfqiucdi”l e3s0

A par rapport a la structure réelle de la protéine.

Le modéle obtenu a ensuite été informatiquement modifié au niveau des quatre substitutions
dbacide amin®s ®tudi ®es par | e | ogiciel PyMo
modifiées E60K, T79V, G82V et R99D.
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Gr ©ce aux fonctionnalit®s de mesure du | ogic
(initiaux ou substitués) et leurs proches voisins a été mesurée. La modification de structure

i nduite par ces mod ipfotéigua & dtégarementdpiédite.t er act i on

b.Modi fication de | a structure prot®i que

Plus finement, | a modification de structure
ou lors de son interaction avec une membrane modele a été suivie par modélisation
i nformatique, en coll aboration ansgu Carnet Pr .

Bourgogne (ICB).

Des simulations de dynamique moléculaire (MD) dans I'eau explicite ont été réalisées a partir
des structures initiales : (i) AONLC2 tronquée des 25 premiers acides aminés du domaine N
terminal (Waterhouseet al, 2018) (ii) structure totale obtenue a l'aide des logiciels en ligne

tr Rosetta et Alphafold2 (ces mod |l es sont ap
initiales les simulations ont été réalisées avec ou sans une membrane modeéele de POPC. Toutes
les simulations ont été réalisées avec le logiciel de MD GROM@®8hamet al, 2018) La

membrane de POPC a été générée par le serveur CHABMMLes ions Naet CI ont été
ajout®s ° une concentration de 0,1 M afin df¢
Les vitesses initiales ont été choisies au hasard. Une boite cubique pour la protéine sans la
membrane de POPC a ®t® ut i lrd daomes Pression- | 6 ens
Température). Lorsque la membrane POPC est présente, un couplage de presssotrepai

avec une boite quadratique (15 nm) contenant plus deDatOmes a été utilisé Le systeme

a eté chauffé pendant 40 ps et équilibré pendant 600 ps avec des contraintes plus faibles, pour
finir sans contrainte a 310 K. Différentes séries de MD de lestd® durée ont été réalisées

pour simuler et analyser les interactions des modeéles Lo18 avec la membrane. Des simulations
de la protéine Lol18 a 360 K, 385 K, 410 K, 435 et 460 K ont également été effeCteges
températures simulées correspondent aux comportements de dépliement du dimere Lol8

observés aux tempaures comprises entre 12°C et 87°C.
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4 Evaluation de | a modification de |

|l ors de | 6interacti amolaisrelei ngg me mb
Afin déobserver | 0impact (i) des substituti
| 6i nteraction avec | a membrane sur | 6or gani

expériences de erosslinkinge s ui vi es do6éi mmunomanmvytwaenge ont

présence de protéines purifieesnetivoen systeme hétérologue chezcol..

Préparation des échantilloimsvitrod 6 a Pelmaset al, (2001):

Dix uM de protéines Lo18 ou Lo18 modifiée ont été mis en presence, ou non, de 25 uM de
liposomes puis incubés 10 minutes afin de permétt@i nt er a c tlipides) Lepr ot ®i
structures oligomériques des protéines produites pendant cette incubation ont été immobilisées
par action dobéune solution de Dbis(sulfosuccin
un tampon de réticulation (25MhMES pH 75, 25 mM NaCl, 0,5 mM DTT), de sorte que la
concentration finale de BS3 était de 2 mM (Fig@&. Une incubation de 30 minutes a
température ambiante a été réalisée. Les échantillons ont ensuieesegpendus dans du

tampon Laemmli 1X (BioR&d) afin ddéavoir une concentratior

Préparation des échantilloimsvivod 0 a [pelmaset al. (2001.):

Afin de visual i serinvivds unmrp alcd ® tdaets sluibgsd m® ruit g wen
les expériences ont été menées en systeme hétérologue sur les Eowdhids60K, G82V,
T79V et R99D.

Les cellules ont été cultivées sous agitation a 37 °C dans du milieu LB supplémenté en
kanamycine (50 efhgdemlO). 2j.u sPgowdr” peQ@ mettre | 6i nd
50 OM doéI PTG ont ®t® ajout®s " |l a suspensi o
une DQoonmde Q5. Les cellules ont ensuite été soumises a un choc thermique a 50 °C durant 1

h. Les cellules ont été lavées deux fois dans du PBS, puis incubées 30 minutes a température
ambiante dans une solution de formaldéhyde a unesntmation finale de 1% (w/w) afin de

figer les structuresligomériques (Figurg9).
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Lescellules ont été rsuspendues dans des tubes comprenant 200 mg billes en verre de 50 um
de diam tre et 1mL de tampon Laemmli 1X afin
Evolution). Pour cela un programme de casse de 3 fois 45 secondes deatps de pause

débune minute entre chaque agitation a ®t® ap

Immunomarquage

Di x OL doé®chantillons prot®i ques onPAGEt ® d®p
dont la composition pour 1 gel est ::(Del de migration 10 pL de tétraméthyléthylenediamine
(TEMD), 25 mL de tampon Tri&lycine, 125 mL ®®beank, dbacr yl ami de 4
de persulfate d'ammoniumR9 et (ii) : gel de tassemen®0 pL de TEMD, 3 mL de tampon
de tassement et 100 OL d6APS. Le gel est ins
tampon de migration Tri&lycine 1X puis soumisaunour ant de 100V jusgqg

compléte des échantillons protéiques.

Les protéines présentes sur le gel de polyacrylamide ont été transférées sur une membrane de
PVDF avec une attention particuliére pour la migration des protéines de petits poids
moléculaires. La protéine Lol8 a ensuite été détectée par immunomarquagptamtae

protocole décrit paBuzzoet al, (1998) Pour ce faire, la membrane a été passivée 1h dans une
solution de Regilait 5%/ TBS (Tris®M, NaCl 15 M, pH: 7,6), lavée avec une solution de

TBS puis incub®e successivement l1h dans un
anticorps primaire de lapin dirigé contre Lo18 et un anticorps secondakiig@ndtie lapin
dirig® contre | 6an tuneperaxyuase gntréié nspectivemest dilués auu p | &
1/ 750 et 1/ 2000 dans une solution de ®&egil ai

réaction chimio luminescente de la peroxydase apres ajout de 1 lonhidel (Figure29 C)
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. Formaldéhyde « Cross-linking »

1 3
NH__OH

Oligomére et
W 57 dimére deLol8

”

Figure 29: Immunomarquage de la protéine Lol8Crosslinking » (A) in vitro et (B) in vivo des

structures oligomériques de la protéine Lo18. (C) Détection des différentes structures oligomé

immunomarquageRéalisée avec Biorender.
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