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SYMBOLES ET ABREVIATIONS

Symboles

ay : activité de I'eau
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membrane (Pa)
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E : potentiel électrique ionique (V)
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F : constante de Faraday (C.mpl

Y : potentiel hydrique (Pa)

Yy : potentiel hydrique gravitationnel (Pa)

W, : potentiel hydrique de pression (pression hydtmgta) (Pa)

WY : potentiel hydrigue osmotique (Pa)

W, : potentiel hydrique matriciel (Pa)

‘PpE : potentiel hydrique de pression hydrostatiquesdammilieu extracellulaire (Pa)
‘Ppc : potentiel hydrique de pression hydrostatiquesdammilieu cellulaire (Pa)
¥ : potentiel hydrique osmotique dans le milieu as#flulaire (Pa)

¥~ : potentiel hydrique osmotique dans le milieuwdalre (Pa)

¥, : potentiel hydrique matriciel dans le milieu exllulaire (Pa)

¥~ : potentiel hydrique matriciel dans le milieu cédire (Pa)

g : accélération de la pesanteur (fi.s

G : énergie libre (J)



h : hauteur (m)

Jv : flux osmotique volumique (Mm%

K : coefficient de Norrish du soluté utilisé pourganenter la pression osmotique (1,16 pour le
glycérol)

L, perméabilité hydraulique de la membrane (hiPg")

m; : masse molaire du constituant j (g.Mol
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1 : potentiel chimique du constituant j & I'étanstard initial (J.mof)
ns : nombre de moles du soluté (mol)

ni : nombre de moles des autres constituants (mol)

Ny : fraction molaire en eau

P : pression (Pa)

Pt : proportion de cellules intégres

Pperm : proportion de cellules perméabilisées

Pntwr : proportion de cellules Wild Type integres

Pt erce: proportion de cellules mutantes intégres

Pperm wr: proportion de cellules Wild Type permeabilisées
Pperm ErG6: Proportion de cellules mutantes permeabilisées
IT ou = : pression osmotique (Pa)

W : potentiel chimique de I'eau dans la solution @Fin

u.. : potentiel chimique de I'eau pure (J.Hol

I1e : pression osmotique extracellulaire (Pa)

IT; : pression osmotique intracellulaire (Pa)

R : constante des gaz parfaits (8,31 Jhof)

S : surface (m?)

T : température (K)

V : volume ()

Vint : volume moyen d'une cellule intégre*jm

Vops: Volume moyen observé gn

Vobs wr: Volume moyen observé pour les cellules Wild T{pd
Vs ercs: VOlume moyen observé pour les cellules mutames
Vperm: Volume moyen d'une cellule perméabiliséé)(m
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V; : volume final ()
Vw : volume molaire partiel de I'eau (= 1,8:°1®°.mol* dans nos conditions)
Xs @ fraction molaire

z; : charge par mole du constituant j

Abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique

AP : acide phosphatidique

ARN : acide ribonucléique

ATP : adénosime tri-phosphate

CL: cardiolipide

DHAP : dihydroxyacétone-phosphate

FM 4-64 : N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-(dirg/lamino)phenyl)hexatrienyl) pyridinium
dibromide

FSC : forward scatter

GFP : green fluorescent protein

GPDH : glycérol-3-phosphatase déshydrogénase
GPI : glycosylphosphatidylinositol

GPP : glycérol-3-phosphatase

H,: phase hexagonale de type | (micellaire)

H, : phase hexagonale de type Il (micellaire inverse)
IP : iodure de propidium

Lq : phase liquide désordonnée

Lo : phase liquide ordonnée

Lo : phase lamellaire liquide-cristal

Lg: phase lamellaire gel

MCC : membrane compartment occupied by Canlp
MCP : membrane compartment occupied by Pmalp
MW : milieu Malt Wickerham

PC : phosphatidylcholine

PE : phosphatidyléthanolamine

Pl : phosphatidylinositol



PS : phosphatidylsérine

rpm : rotation par minute

RFP: red fluorescent protein

RMN: résonnance magnétique nucléaire
SSC : side scatter

STRE : stress response element

UFC : unités formant colonies

VNO : volume non-osmotique

WT : Wild Type (souche sauvage)
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Introduction

Au cours des deux premiers milliards d'annéequsuivi I'apparition de la Terre, la vie
s’est formée, développée et multipliee exclusivenuams I'eau (Watanabe et al., 2000). Par la
suite, bien que certaines formes de vie aient @u@tmilieu marin pour conquérir le milieu
aérien, I'eau est restée le composant majoritaseagllules biologiques. En plus de son role de
solvant pour les réactions biochimiques, I'eau citme les macromolécules et permet la
croissance cellulaire par l'intermédiaire de lasgien de turgescence. Cependant, le retrait de
I'eau cellulaire peut stabiliser les cellules ses @ériodes importantes et ainsi permettre leur
conservation sous forme viable et revivifiable. gpéication de la déshydratation pour la
conservation de microorganismes d'intérét a étéiteégour la premiére fois au début du'®0
siecle par Hammer qui réussit a conserver des hext@ivantes pendant 57 jours apres
I'évaporation de I'eau d’une culture bactérienneeplis ces premiers essais, de nombreux
travaux ont visé a améliorer les techniques de ydiatation afin d’augmenter le temps de
conservation et surtout d'accroitre la concentratien microorganismes vivants apres
réhydratation. En effet, bien que la déshydratatsabilise une partie de la population
microbienne, elle engendre généralement la morhed’@raction de cette population. Les
techniques de déshydratation utilisées actuellerpent la préservation de microorganismes
d’intérét sont le séchage, la lyophilisation etd¢agélation (qui combine un stress thermique et
un stress hydrique). Ces différentes techniquesgttent d’obtenir des taux de survie et des

durées de stockage variables qui dépendent notat@éa souche microbienne.

Depuis maintenant une vingtaine d’'années, le labwea de Génie des Procédés
Microbiologiques et Alimentaires (GPMA) travaillarda réponse physique de cellules soumises
a difféerentes perturbations physiques de leur enmement (basse et haute températures, hautes
pressions gazeuses et hydrostatiques, hydratattomposés chimiques et oxydation).
Concernant l'effet de la déshydratation sur letuted, les études réalisées dans ce domaine ont
montré que les cinétiques et les amplitudes deydéatation sont des parameétres cruciaux pour
la survie cellulaire a un cycle de déshydratati@mydratation. Ces études ont relié la mort
cellulaire lors de traitements hydriques a la patfiéation de la membrane plasmique mais les

mécanismes conduisant a cette perméabilisationntgoas encore totalement élucidés.

L’objectif de ce travail est d’approfondir la corépension de la réponse physique de la
membrane plasmique aux stress hydriques, entrgmarde laboratoire GPMA, dans 'optique de

comprendre les mécanismes membranaires impliguésldanort et la résistance cellulaire aux
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fluctuations hydriqgues. La compréhension des méoaes cellulaires impliqués dans
'adaptation et la survie aux fluctuations hydriguatéresse le domaine de la microbiologie
environnementale mais aussi le domaine industréel |p biais d’applications utilisant la

déshydratation comme moyen de stabilisation deleslid’intérét. Dans cette étude, le travail a
été réalisé sur la levuigaccharomyces cerevisjamicroorganisme décrit comme anhydrobiote

qui peut, dans certaines conditions, survivre adéstydratations séveres.

La premiére partie de ce mémoire correspond anéhége de I'étude bibliographique
consacrée a I'eau dans les cellules biologique$éients aspects sont abordés tels que les effets
de la déshydratation cellulaire ainsi que leursségnences sur la physiologie et la survie des
cellules. Cette premiere partie se conclut parrésgntation des principaux axes du travail de
these. La seconde partie présente le matériesehé&hodes utilisés au cours de cette étude. La
troisieme partie est consacrée aux résultats obtermsi qu'a leur discussion. Enfin, la
conclusion générale reprend de maniere synthétigneemble des résultats obtenus afin de

souligner les avancées scientifiques réaliséesauns cle cette étude.
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La synthése bibliographique de ce mémoire présentétat des connaissances sur la
déshydratation de cellules biologiques et plus gypedement de la levur&accharomyces
cerevisiae Cette synthése se divise en trois parties. Laigrenpartie est dédiée a la description
des propriétés de I'eau et de leurs implicationssdas cellules biologiques. La seconde partie
est consacrée a l'influence de la déshydratatioriasphysiologie cellulaire. La derniére partie
décrit I'effet de la déshydratation sur la membratesmique, structure cible impliquée dans la

mort cellulaire lors de perturbations hydriques.

1. L'EAU ET LA CELLULE

L’eau est un composant majeur des cellules biglagg, représentant généralement 40 a
95% du volume des cellules vivantes (Ellis and BInt2003) La formule chimique de I'eau
pure est HO. C’est une molécule de petite taille dont le noduest équivalent a une sphére dont
le diameétre est d’environ 0,28 nm. Les principglaspriétés de I'eau proviennent de sa structure
dipolaire. En effet, bien que la molécule d’eau sbéctriquement neutre, 'atome d’oxygéne,
chargé négativement, et les deux atomes d’hydrogemargés positivement, donnent a la
molécule une charge électrique non-homogéne (Fiure
S
H/O\H lﬁ
o+ o+

Figure 1 : Schématisation des charges de la molécdleau a I'origine de sa structure dipolaire.

Cette caractéristique est a I'origine des intéoast électrostatiques (liaisons hydrogene)
entre les molécules d'eau entre elles mais audse das molécules d’'eau avec d'autres
molécules. Ainsi, I'eau posséde des propriétéatbdynamiques uniques et est un élément de

structure et de fonctionnalité cellulaires.

1.1. L'EAU: TRANSPORTEUR DE COMPOSES DISSOUS ET EN
SUSPENSION

L’'un des roles importants de I'eau intracellula@st de permettre le déplacement spatial
des molécules dissoutes ou en suspension. Cettidionrepose sur la mobilité de I'eau
intracellulaire mais également sur sa capacitésgoddre les molécules polaires. Ces deux

aspects sont développés dans les paragraphestsuivan
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1.1.1. Mobilité de I'eau dans les cellules biologiques

Deux visions divergent sur la mobilité de I'eadiidgtérieur d’une cellule. La premiére
considere que la majorité de I'eau intracellulast interfaciale et fait partie intégrante de la
structure cellulaire (Pollack, 2001). Cette visiest basée sur la présence d’'une concentration
importante de macromolécules dans I'espace inttdaige (environ 400 g.t) (Figure 2). En
effet, il est par exemple estimé que linterfacant@raction directe entre l'eau et les
macromolécules représente 1160 par gramme de matiére cellulaire séche dheeoli. Ceci
est a I'origine d’'un encombrement important dansyteplasme cellulaire et explique également
gue l'espace disponible pour les molécules d’eavespond a des interstices d’'une épaisseur
moyenne comprise entre 1 et 10 nm. Ce premier mnvue est fondé sur une organisation
multicouche de l'eau, impliqguant I'existence d'ueau fortement structurée au contact des
macromolécules. La seconde vision est plus nuasicéensidére gu’une fraction majoritaire de
I'eau intracellulaire possede les caractéristigim$eau solvante alors que I'autre est impliquée
dans des interactions plus fortes et de plus
grande durée avec la surface des
macromolécules (Jasnin et al., 2008).

L’étude de la mobilité de I'eau intracellulaire
in vivo par résonance magnétique nucléaire
(RMN) révele l'existence, sur le plan des
caractéristiques dynamiques, de deux types
de molécules d’eau. En effet, chez la bactérie
Escherichia coli et l'archae Haloarcula

marismortuj 85% de I'eau intracellulaire ne

Figure 2: Représentation de I'encombrem présente aucune différence de mobilité avec

intracellulaire dans une cellule ddictyosteliun  'eqy pure tandis que les 15% restants ont des
discoideum. Le cytoplasme est rempli

différents composants macromoléculaires : mouvements qui sont 15 fois plus lents. Ces
filaments d'actine (rouge), les ribosomes et

autres macromolécules (vert) et les membre

(bleu) (Medalia et al., 2002) plus rapides, aux molécules d’eau éloignées

deux populations correspondent, pour les

de la surface des macromolécules et pour les phied a celles en interaction directe avec ces
derniéres (Persson and Halle, 2008). Ainsi, la oo vision prébnant une mobilité importante

de I'eau intracellulaire semble la plus cohérenecdes mesures de mobilité réalisées par RMN.




Synthése bibliographique

1.1.2. Pouvoir solvant de I'eau sur les molécules polaires

Les molécules polaires ont une structure asymuriqui leur confere un caractere
dipolaire et leur permet d’établir des interactiavec les ions et d’autres dipdles, comme l'eau.
A ce titre, ces molécules sont hydrophiles. Lesémulkes d’eau s’organisent a la périphérie de
ces molécules en établissant des liaisons hydregavex ces dernieres. Ceci forme une couche
de solvatation, autour du soluté, qui établit dasitliaisons avec I'eau environnante. Ces
interactions sont a l'origine d’'un pouvoir de saligation tres élevé de I'eau. Dans le cas de la
solubilisation de cristaux de sels, les cristaudisquent et un trés grand nombre de molécules
d’eau se retrouvent entre les ions composantsrigtsx. Les molécules d’eau s’organisent de
telle sorte que leur pble positif s’oriente vers Bnions et leur pble négatif vers les cations.
Ainsi, les ions se retrouvent entourés de molécdleau, ce qui diminue leur interaction et les
éloigne les uns des autres. Cependant, lorsquerieentration en sels atteint de la limite de

solubilité, I'eau n’est plus capable de séparerdas des cristaux.

1.2. L’'EAU: ELEMENT STRUCTURANT DE LA CELLULE

1.2.1. Les protéines

Le role structurant de l'eau provient des liaisdnglrogéne qu'elle établit avec les
groupements hydrophiles mais également de I'impdasi d’établir cette interaction avec
d’autres groupements qualifiés d’hydrophobes. Cé&samismes participent a I'organisation
structurale des protéines en positionnant les gnmamts hydrophiles des acides aminés vers
I'extérieur et les groupements hydrophobes, paulsggm, au coeur des protéines (Tanford,
1997). Il est cependant erroné de penser que hanlsedes résidus hydrophiles et hydrophobes
sont positionnés respectivement a la surface &htaérleur des protéines. En effet, les acides
aminés ne sont pas suffisamment ségrégés pour fherraae telle structure. La conformation
des protéines résultent ainsi de tendances hydespbu hydrophobes de séquences de chaines
d’acides aminés (Lesser and Rose, 1990). En plusdéle d’'organisation dans I'espace des
chaines d’acides aminés, I'eau agit comme lubtifiars de changements conformationnels des

protéines (Shea et al., 2002).
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1.2.2. Les acides nucléiques

La structure des chaines d’acides nucléiquesgader@ent dépendante de I'eau. Au pH
physiologique, les liaisons phosphodiester de dadiésoxyribonucléique (ADN) unissant les
nucléotides sont chargées négativement (anionspphtes PQ@). L'ADN est un polyanion qui
s'’hydrate et se dissout en s'entourant de couteas. Cette hydratation est d'ailleurs nécessaire
a la stabilité de la double hélice : les couchesaudfont écran aux charges négatives qu'elles
entourent et réduisent les répulsions entre phaspluai entraineraient la dénaturation de I'ADN
par écartement des brins. L’hydratation de I'eandit@dnne notamment les transitions
structurales entre les différentes conformationsAi@N (Fuller et al., 2004; Brovchenko et al.,
2007).

Concernant I'acide ribonucléique (ARN), le replemh spatial du simple brin dans sa
forme fonctionnelle ressemble a celui des protéine8RN présente des segments hydrophobes
et hydrophiles mais la répartition de ces segmesitplus réguliére en comparaison a celle de
protéines. De plus, la séquence de I'ARN permet rélaliser des liaisons hydrogene
intramoléculaires conduisant a la formation de cstmes tige-boucle et a un état replié et
compact de 'ARN (Sorin et al., 2005).

1.2.3. Les membranes

La fonction structurante de l'eau se manifesteledgent au niveau d’assemblages
macromoléculaires tels que les membranes. Les nagm@brsont composées notamment de
phospholipides qui sont des composés amphiphilessiappelés amphipatiques). Les especes
chimiques amphiphiles possedent a la fois un grqugb@re et un groupe apolaire. L'équilibre
thermodynamique d’'un systéme amphiphile-eau estct&nisé par I'’hydratation maximale des
groupements polaires et I'optimisation des inteoast entre régions hydrophobes. Ceci permet
généralement le compactage spatial des groupegghales aboutissant a la minimisation de
leur contact avec l'eau. En phase aqueuse, ledelpont une tendance naturelle a adopter
plusieurs types de phases et cette propriété esliéle polymorphisme lipidique (Figure 3).
L’organisation structurale des lipides dépend raement des groupements fonctionnels
présents sur le lipide mais aussi de tous les dextéenfluencant les interactions de type
électrostatique tels que la température, la foargque, le pH, ou la présence de cations
divalents. Deux grands types d’organisation peuapparaitre : une organisation lamellairg (L

et Lg) et une organisation hexagonale étiH,) (Figure 3).

8
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Figure 3 : Schématisation des diverses phases aéeppar lipides en suspension dans I'eau. (A) Phase
multilamellaire composée de bicouches lipidiqueB) (phase hexagonale jH composée de micelles
inverses, (C) phase hexagonale ou micelle et (D)agd intermédiaire. (D’aprés Schechter E.,
«Biochimie et biophysique des membranes», 2 édjtidasson, 1997).

Les membranes biologiques résultent de I'orgaiisadles phospholipides en structure
lamellaire composée de deux couches de phosphedipidbns le cas de la membrane plasmique,
la bicouche lipidique est entourée par I'eau duaunikxtracellulaire et du cytosol. Des protéines
sont également enchassées a lintérieur des meetraivlogiques. L'eau participe au

positionnement de ces protéines intégrales dates reitrice.

1.3. L'EAU: ELEMENT INDISPENSABLE DES REACTIONS
BIOCHIMIQUES

L'eau est impliquée dans la majorité des réactmmshimiques intracellulaires au travers
de différentes propriétés et fonctions. D’'une pagu intracellulaire forme le milieu réactionnel
a l'origine de la solubilisation de molécules aingsie de leur mobilité. Ainsi, elle permet les
rencontres et les interactions entre ces molécglés sont indispensables aux réactions
biochimiques. D’autre part, I'eau est égalementréactif. En effet, 'eau est le substrat de
nombreuses réactions intracellulaires et intervilamis différentes réactions chimiques telles que
les hydrolyses, les réactions acido-basiques,dastions d’oxydo-réduction, les extractions et
additions de molécules... Dans le cas des réacticds-hasiques, I'eau peut agir comme base
en offrant le partage d'une paire d'électrons dilmieués sur I'atome d’oxygene, et comme acide

par le biais de liaisons hydrogenes.

L’ensemble de ces données permet d’attribuer troi$onctions importantes a I'eau

—

intracellulaire. En plus de son réle essentiel dankes réactions biochimiques se produisan
dans le cytoplasme, elle posséde un role de vectertr d’élément structurant. Ces trois
fonctions majeures de I'eau intracellulaire permetént de la considérer comme un

composant actif dans la biologie de la cellule (BaR008).
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2. IMPACT DE LA DESHYDRATATION SUR LES CELLULES

2.1. ORIGINE DES ECHANGES D'EAU ENTRE LA CELLULE ET SON
ENVIRONNEMENT

L'ajout de sels dans un milieu composé d’eau pareduit a une modification de I'état
hydrique du milieu. En effet, la présence de salssdine solution entraine un changement de la
structure de l'eau. L'association entre 'eau et $mlutés dissous conduit a un changement
d’organisation de I'eau qui engendre une diminufioportante de la quantité d’eau disponible
pour les organismes vivants. Ces phénoménes dittten induisent des variations d’énergie de
'eau mesurables par l'intermédiaire des paramébi@sico-chimiques, tels que le potentiel
chimique de l'eaul(,), le potentiel hydrique¥), la pression osmotiquédl}, ou bien encore

I'activité de I'eau (@).

L’état hydrique du milieu influence directementydratation des cellules biologiques.
Les modifications de cet état sont a 'origine tlamsferts d’eau entre les cellules et le milieu
extracellulaire. Sur le plan thermodynamique, cemvements sont régis par des gradients de
potentiel chimique qui s’établissent a l'interfageembrane plasmique) entre la cellule et le
milieu. Le potentiel chimique d’un constituarpt(J.moll) est la fraction molaire d’énergie libre
G (J) de ce constituant lorsque le nombre de maodssaditres constituants;) la température
(T), la pressionR) et la force ioniqueH) sont constants:

U, :[Z—GJW JT,P.E (1

n;

La valeur du potentiel chimique est exprimée pppoat a un état standard init'mP:

u; =0 +RTIna, +V.P+zFE+mgh (2)

ol R (J.mol*.K™) est la constante des gaz parfait§K) la température\,_/ (m*.mol™) le volume
molaire partiel du constituagf P (Pa) la pressionz la charge par mole de constitugnt
(C.mol) la constante de Faraddy (V) le potentiel électriquan (g.mol*) la masse molaire de
la substancg, g (m.s?) l'accélération de la pesanteur let(m) la hauteur. La constante de
Faraday peut étre négligée pour les constituam<textrolytes et I'eau. Le terme gravitationnel

(mgh) peut étre négligeé dans la plupart des situatmicsobiologiques.

10
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Le potentiel chimique de I'eau dans une solutiomezpond donc essentiellement a :

f, = 1, +RTIna, +V,P  (3)

L’eau pure est la référence pour I'état standardialnp,’. L'équation 3 peut donc étre

transformée :
—_,,0
VW VW
My
Le terme ———"représente le potentiel de I'eau et est symbolasélp(Pa). Le potentiel de

w
'eau dans une solution liquide résulte de deux pmsants¥s (attribuable aux solutés présents
dans la solution), e¥, (résultant de la pression hydrostatique).

RTIna,
=——% (5
Y (5)

w

¥, =P (6)

Puisque dans le cas d’'une solution considérée coiaade, I'a, est égale a la fraction molaire

Y

en ealN,, I'équation 5 devient :
W, =RTG (7)

ou Cs est la concentration en soluté exprimée en nidl.m

Dans un environnement plus complexe, deux compssaplémentaires d& ¥ (le potentiel
matriciel) et?y (le potentiel gravitationnel) peuvent étre priscempte :

U=y, +Y,+¢,+y, (8)
Le potentiel matriciel en particulier peut étre wwmposante significative du potentiel de I'eau
dans des milieux solides. Il représente la capatii@e structure poreuse a retenir I'eau par
capillarité.
7, le potentiel résultant de |;ade la solution est également appelé potentiel tgmm Comme
le potentiel de I'eau, il a les dimensions d’'unegsion et s’exprime donc en Pascal (Pa). La
pression osmotiqué d’une solution est directement liée au potentsghotique par la relation :

II=-%(9

A I'état d’équilibre hydrique entre la cellule &t imilieu, I'absence de flux net d’eau entre ces

systémes s’explique par I'équilibre des potentigidriques intra et extra cellulaires. Etant donné

11
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gue le potentiel hydrique de chague compartimeslte essentiellement de la contribution de 3

potentiels (isostatique, osmotique, matriciel),aqtilibre est décrit par I'équation suivante :
WE+WE+WE =W C+WE +WE (10)

dans laquelle, les exposariiget © désignent respectivement le milieu cellulaire eetilieu
extracellulaire et les indices s et » désignent respectivement les composantes isastatiq
osmotiques et matricielles de ces potentiels.

En situation optimale de croissance, les conceois intracellulaires supérieures a
celles du milieu externe, impliquent que le potntiydrique osmotique intracellulaire est plus
faible qu’a I'extérieur. La présence de la membraégeniperméable, perméable a I'eau (une
exception pour ce qui concerne les molécules mdpiet faiblement perméable aux solutés
hydrophiles, donne lieu a I'expression physiqueelgradient : I'établissement spontané de flux
osmotiques (principalement de I'eau) vers l'intérides cellules. La résistance a I'étirement de
I'enveloppe cellulaire contient cet afflux d’eaui glexprime par une augmentation du potentiel
isostatique interne (Zimmermann, 1978) par rapparpotentiel isostatique externe et explique
la pression de turgescence intracellulake & QU,,C - QUpE). Cette situation hydrique est associée
au métabolisme optimal de croissance cellulaireestprocessus permet I'augmentation du
volume cellulaire lorsque la quantité de surfacenim@naire augmente.

Dans le cas des microorganismes, la pression dgedtence dépend fortement de

I'espéce considérée (Tableau 1).

Tableau 1: Pression de turgescence de différenpes/de microorganismes.

Microorganismes Pression de turgescence (MPe Référence
Levures 0,05a0,2 (Martinez de Maranon et al., 1996)
Bactéries Gram positif 1,5a25 (Poolman and Glaasker, 1998)
Bactéries Gram négatif 0,3a1,1 (Koch, 1988)

A lissue d'une variation du potentiel hydrique mdilieu, qui entraine une variation du
potentiel hydrique intracellulaire, la cellule atteun nouvel état stationnaire. Ce rééquilibrage
des potentiels hydriques résulte de la variatiovalume cellulaire. Le volume final atteint est

relié a la pression osmotique par la relation dgl@van't Hoff:

12
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7=W =RT.S (11)
\Y
n
car, C.== 12
v (12)
alors, V= RT.N, (13)
L

Ceci implique que le volume délimité par la menmgraélective est proportionnel a la
pression osmotique si le nombre de solutés osnatigut actifs qu'il contient est constant.
Les composants qui n'influencent pas la pressiomotque forment le volume non osmotique
(b):

RT.ng
m

V-b=

(14)

Le volume non osmotique représente environ 15%4@% du volume cellulaire
physiologique dEscherichia coli(Poirier et al., 1998) et dgaccharomyces cerevisi@dartinez
de Maranon et al., 1996), respectivement.

La réponse cellulaire immédiate et physique a wréatron du potentiel hydrique de son
environnement correspond a la phase passive dadi@gulation qui aboutit a I'équilibre des
potentiels hydriques de part et d’autre de la mamdmplasmique (Martinez de Maranon et al.,
1996). Dans le cas d'un stress hyperosmotiquey lieracellulaire sort de la cellule ce qui a
pour conséquence l'annulation de la pression dgetwence puis la diminution du volume
cellulaire. La cinétique de cet échange est fonatio gradient de pression transmembranaire, de
la perméabilité a I'eau et de la surface de la ntamd Dans ce cas, la variation de volume au

cours du temps est décrite par la relation suiviteelem and Katchalsky, 1958) :

JV = Lp(Al//p +¢l//ﬂ) (15)
Avec Jy == (16)

ou L, est le coefficient de perméabilité hydrique demlembrane (m&Pal), A est la surface
membranaire (m2) supposée constagt\é, estriation de volume au cours du temps.ém
Y, Jv est le flux osmotique volumique (rit)s o est le coefficient de réflexion du soluté consédér

(compris entre 0 et I\Y, est la différence de potentiel osmotique de pad’'autre de la

13
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membrane (Pa) ét¥, est la difference de potentiel de pression hyedtimgte de part et d’autre

de la membrane (Pa).

La perméabilité hydrique_p) de la membrane de la levuBaccharomyces cerevisiae
été estimée & une valeur supérieure a 6% 0 s'Pa’ (Beney et al., 2001). Ainsi, quand un
microorganisme est transféré dans une solutionesurée (faible potentiel chimique de I'eau)
I'eau sort de la cellule et entraine sa contract®multanément, les solutés perméants pénétrent
dans la cellule d’'autant plus queest proche de 0 et réduisent I'ampleur de la ection
volumique. La cinétique de variation du volume épanse a un gradient de pression osmotique
(choc) peut étre caractérisée a partir de I'eqoati® Kedem et Katchalsky (a partir du moment

ou la pression de turgescence est annulée) :
__1lav

VT A dE

- 17
- Lpa(rle - I_Ic) ( )
Ou ITe est la pression osmotique extracellulairdIeiest la pression osmotique intracellulaire
(Pa).

Selon I'équation 5[T; est liée au volume au cours du temps et il est gossible d’écrire :

1dv RTn
- - =K. -——=
Ad ey (18)
Dont la résolution analytique selon (Berner andv@isy 1993) donne :
Lw-v)+ oYV ae
rle i rle \/I _Vf (19)
Ou V est le volume cellulaire & I'instant t{m

V; et \; sont respectivement les volumes initial et fimaf)(

K=L,0
Cette résolution n’est valable que pour un solatperméantd = 1). Dans ce cas, le volume
cellulaire subit une décroissance exponentiellecaurs du temps en réponse a un choc

hyperosmotique (Figure 4).
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Figure 4 : Représentation schématique de la variatide pression osmotique (traits noirs) et du vokim
cellulaire (traits rouges) au cours du temps, lod&dun choc (lignes continues) ou d’'une rampe (lignes
pointillées) hyperosmotique.

La principale conséquence du retrait de I'eauasdhulaire, sous l'influence d'un
gradient de potentiel hydrique, est la modificatido volume cellulaire. Il s’agit d'une
particularité des perturbations hydriques (compmaréex autres perturbations telles que la
température ou la pression hydrostatique) qui sohbrigine de transferts de masse entre la
cellule et le milieu. Ce phénomene repose surdaigition du gradient de potentiel hydrique et
peut engendrer une diminution de 85% du volumeuleéte (Poirier et al., 1998). La cinétique
de ce phénomene est principalement liée a la aésistqu’'oppose la membrane cellulaire au
transfert de I'eau et des solutés, au rapport datggiantité de surface et le volume de la cellule
ainsi qu'a la vitesse d’apparition du gradient d¢eptiel hydrique entre la cellule et le milieu
(équations 15 a 17). Dans sa manifestation la pitense, une diminution de 50 a 85% du
volume d’un microorganisme peut intervenir en quekymillisecondes (Martinez de Maranon et
al., 1996). Sur le plan pratique, il convient denaequer qu'il est difficile de réaliser une
perturbation dont la cinétique approche celle dahelon (variation instantanée dg En effet,
la diffusion et les phénomenes de mélange ne pwntgias 'augmentation instantanée de la
concentration dans l'ensemble du réacteur expétmherD’'une maniere générale, ces
perturbations rapides (chocs) peuvent étre appescb@&r immersion d’une tres faible quantité de
cellules dans un volume important de solution osgnet Dans ces conditions la cinétique de la
réponse volumique est superposée a la cinétiqueudation de la pression osmotique dans le

milieu extracellulaire (Martinez de Maranon et 2B96).
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2.2. TRANSITIONS STRUCTURALES INDUITES PAR LA
DESHYDRATATION

Dans le premier chapitre de la synthese biblidgrage, I'effet structurant de I'eau sur les
macromolécules et les assemblages macromolécukniéé décrit. Lors d’'une déshydratation,
les interactions inter et intramoléculaires peuv&rg modifiées de maniére importante. Dans ce
paragraphe, nous nous sommes focalisés sur I'défefa déshydratation sur la structure des

protéines et I'organisation structurale de la meanbrplasmique.

2.2.1. Dénaturation protéique

La structure native d'une protéine résulte duniiliége fragile entre I'entropie
conformationnelle qui tend a déstabiliser I'ensendbldifférentes interactions stabilisantes dites
forces compensatoires. Ces interactions regroufentliaisons hydrogene, les interactions
hydrophobes et les forces de van der Waal's (Riwahd Gill, 1988). Lors du retrait de I'eau
intracellulaire par déshydratation, ces interactiosont modifiées pouvant aboutir a la
dénaturation de la structure protéique par desgdraants des structures secondaire, tertiaire
et/ou quaternaire. Cette dénaturation est sougeetsible mais peut étre irréversible en fonction
de la nature des protéines et des parameétres dédaae déshydratation (Carpenter et al., 1990;
Wolkers et al., 1998). Un autre phénomene décri$ kde la déshydratation cellulaire est
I'agrégation protéique. En effet, la perte de bais hydrogene avec les molécules d’eau causée
par la déshydratation entraine des interactiongpm®-protéine conduisant a un regroupement
de protéines en amas concomitant avec leur détiatui@Volkers et al., 2002). Ce phénoméne
de confinement des macromolécules est aggravégumnientation de la concentration en ions
dans le milieu intracellulaire provoquée par ldisal'eau de la cellule (Garner and Burg, 1994).
Il a été montré que la contraction volumique déklles en réponse a un stress hydrique conduit
a une augmentation du pH intracellulaire attribwedaugmentation de la concentration
intracellulaire en protons (Vindelov and Arneboff)02). Ce phénoméne pourrait également
participer a I'agrégation protéique en modifiarst éharges de surface des protéines.
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2.2.2. Modifications de I'organisation structurale des nbeames

Dans les membranes biologiques, les lipides saydanisés en bicouche lipidique sous
I'effet structurant de I'eau intra et extracellutai Les mouvements au sein de cette matrice
lipidique sont possibles grace a la nature et tI'¢tlaysique des lipides. Au-dessus de la
température de fusion des chaines acyles lipidjgtesapérature au-dessus de laquelle les
chaines hydrophobes entrent en fusion, le cceuoplidbe va présenter une viscosité basse, une
consistance fluide dite phase fluidg (Figure 5). C’est une condition nécessaire aidades
cellules, car tous les phénoménes de la physmlagilulaire impliquent une importante
participation de la fluidité membranaire. Au-dessode cette température de fusion, la
membrane adopte une phase gg) @ans laquelle les mouvements sont ralentis, ah gt
serait donc incompatible avec l'activité cellulaitea température a laquelle les lipides passent
d’'une conformation ordonnég; & une conformation fluide,lest la température de transition de
phase gel-liquide. Mise a part la température, dineénution de I'hydratation des tétes polaires

%@% s i

Phase gel | Phase liquide Phase liquide

désordonnée |, ordonnée L,

Figure 5: Structures des bicouches lipidiques remtrées dans les membranes biologiques. Dans
certaines conditions (basse température, faible tagdtion), les phospholipides peuvent adopter une
phase gel. La présence de stérols (formes hachyréesis la bicouche lipidigue ordonne la phase

liquide ou fluidifie la phase gel pour donner unehpse liquide ordonnée (Munro, 2003).

La température ainsi que le niveau d’hydratatiorgaels la transition liquide—gel se
produit sont propres a chaque type de lipide (fonctle la nature des tétes polaires, de la
longueur et du degré de saturation des chaine®es)yl Ceci provoque la coexistence de
différentes phases dans un mélange de phosphdifndede sa déshydratation. L’'immiscibilité
entre les différentes phases conduit a la format®momaines de fluidités différentes dans les
membranes modeles (Tokumasu et al., 2003; VeatttiKatker, 2003). Ce processus dynamique
est appelé séparation de phases. Selon le syswms&léré, I'atteinte d’'un équilibre peut étre

réalisé en quelques minutes (Wolkers et al., 19@tch and Keller, 2003) ou a I'échelle de
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I'neure (Leckbancet al, 1993). Ce phénomeéne conduit a la réorganisateanligides dans la
membrane en fonction de leur état. Au cours de dhaydratation, les phospholipides

membranaires subissent des changements de phesesefet reviennent en phase liquide.

2.3. INFLUENCE DE LA DESHYDRATATION SUR LA PHYSIOLOGIE E
LA VIABILITE DES MICROORGANISMES

2.3.1. Acclimatation des cellules lors de stress modérés

Lors de déshydratations modérées a des niveaus pldratés que le seuil
d’osmorégulation, les microorganismes s’'acclimatent peuvent continuer de se diviser.
Cependant, la vitesse de croissance est infériaucelle observée lors d’'une hydratation
optimale. Le seuil d’'osmorégulation dépend du tym#ulaire. Dans le cas de la levure
Saccharomyces cerevisjam seuil a été déterminé a une valeur de pressimotique proche de
14 MPa (Marechal et al.,, 1995). Au-dela de cettelande de déshydratation, la division
cellulaire n'est plus observée alors que la vigbitellulaire n'est pas forcement affectée. En
effet, un retour a I'état hydraté (1,4 MPa) peutdugire a une reprise de la division cellulaire.

L’'acclimatation des levures lors de stress hydrgjmodéreés repose sur des mécanismes
cellulaires actifs conduisant a la récupérationaderession de turgescence intracellulaire. En
effet, la pression de turgescence est indispensalaalivision cellulaire. Elle se définit comme
la différence entre les pressions hydrostatiquésrrie et externe de la levure. En condition
physiologique, la pression interne est Iégeremepéiseure a la pression externe ce qui permet
de fournir la force nécessaire pour I'expansionumotjue des cellules lors de la division
cellulaire. Cette différence de pressions hydragias trouve son origine dans une différence de
pressions osmotiques entre les milieux intra etaegtlulaires. Lors d'un retrait de I'eau
intracellulaire induit par déshydratation, la difiace de pression entre les deux compartiments
devient inexistante puis le volume cellulaire dimen expliquant I'arrét de division cellulaire.
Pour les niveaux de déshydratation compris dapsalge d’'osmorégulation, les cellules mettent
en place des réponses actives permettant un r@towolume cellulaire initial et la récupération
de la pression de turgescence. Le déclenchemditsdeorégulation est lié a I'annulation de la
pression de turgescence (de Maranon et al., 1989 Kt al., 2005). Le mécanisme général de
cette réponse est basé sur 'accumulation intnale@k® de un ou plusieurs solutés spécifiques.
Ces solutés compatibles peuvent étre accumulésfartds concentrations sans inhibition des
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activites enzymatiquegBrown, 1978. Ce peuvent étre des ions, des acides a ou des
composes polyhydroxylés. Le glycérol est le priatipoluté compatible accumulé chez
levures (Nevoigt and Stghl997. Cette accumulation résultee deux phénomer (Figure 6).
Le premier consiste efaugmentation de la synthese de glycéa travers la glycolyse et
surexpression de genes codant pdeuxenzymes impliguées dans la synthése du gly Ces
deux enzymes sont la glycé-3-phosphatase déshydrogénase (GPDH) et la gl-3-
phosphatase (GPP) qui transforment la droxyacétongghosphate (DHAP) en glycol (Mager
and Siderius, 2002).e second est lié 'augmentation de la rétention du glycérol intrhaeire
par la membrane plasmiquirduite par la fermeture des canemembranaire@ glycérol Fpsl
(Luyten et al., 1995).

Milieu extracellulaire

Glycérol

Glycérol
Membrane plasmique

i IR
Glycérol
Glycérol Glu-6-P

Gut1 Gpp1, G
pp2

Y

Fru-1,6-bP

W

«—— GA3-P

Y

Milieu intracellulaire Pyruvate

Figure 6 : Schématisatiomu métabolisme du glycérol chez Saccharomyces égiga. D'apres(Mager
and Siderius, 2002)

2.3.2. Effets de déshydratations séve

La déshydratation jusqu’a des niveaux d’hydratati@s fiaibles perme la conservation
cellulaire sur de longues périodes. Cependanthdasgtransitoirepermettant de passer d’un €
hydraté a de tels niveaux de déshydratation engetel pertes de ilité cellulaire important
pouvant aller jusqu'a une destruct quasimenttotale de la population microbiennCette
dualité particuliére des traitements hydriques sEs/é@st exposée dans les deux paragre

suivants.
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2.3.2.1. Conservation cellulaire par déshydratation

La conservation de cellules dont les microorgaessur de longues périodes nécessite
des niveaux de déshydratation séveres bien supergeuwceux permettant les phénomenes
d’osmorégulation. En effet, la durée de consermaéid’état déshydraté de microorganismes est
liée au niveau de déshydratation et la meilleuésgnvation cellulaire au cours du temps est
observée pour les états trés faiblement hydratéseXdmple de ce phénomeéne est présenté dans
la Figure 7 dans laquelle la survie Rejaponicumors d’'un stockage a 28 °C est optimale pour
un état déshydraté a une valeur,dde 0,06 (équivalent a environ 300 MPa) tandislguétesse
de décroissance de la survie au cours du tempseaigravec I'hydratation (Mugnier and Jung,
1985).

* 0.06

o.n

0.22

0.32

0.43

log viable count / g

0.52
0.68
0.75

~N -

4 6
time (day)

Figure 7 : Effets de la valeur de l'activité de Be sur la survie de Rhizobium japonicum USDA 138
lors d’'une conservation a 28 °C (Mugnier and Jung985).

La meilleure survie des microorganismes au courstdckage pour les états fortement
déshydratés est liée a une diminution de la dégoadedes cellules. En effet, dans les procédeés
de stabilisation de cellules par congélation ethgésatation, la concentration de composants
cellulaires peut permettre de former une strucaum®rphe a tres forte viscosité dite structure
vitreuse. Ceci conduit & une diminution de la mgbinoléculaire et de la vitesse des réactions
delétéres se produisant pendant le stockage (Hd.,eR006). Le phénomeéne de transition
vitreuse est lyotropique et thermotropique. Airlai,dégradation de microorganismes lors du
stockage sur de longues périodes dépend de I'tatanatet de la température (Santivarangkna et
al., 2008) (Figure 8).
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Eleveée
N

/v Etat liquide
(Conservation courte)

Température

Etat vitreux

(Conservation longue)

Basse

Bas Contenu en eau Elevé

Figure 8: Diagramme simplifi€ montrant la courbe de trangith vitreuse en relation avec |
température et le contenu en eau. La mobilité malire et la vitesse des réactic déléteres lors du
stockage sont fortment réduites dans I'état vitreu D’apres(Santivarangkna et al., 200.

Une des causes principales avancées pour explajperte de viabilité cellulai pendant
le stockage est I'oxydation conduisant a la fororatle radicaux libr¢ (Crowe et al., 198.. Ces
radicaux libres peuvent attaquer différents compissacellulaires tels que les protéi
(Stadtman, 2006) les acides nucléiqu (Halliwell, 1994) ou bien encore les lipide
membranairegSantivarangkna et al., 20(. Les réactions d’oxydation mettant en jeu
radicaux libressont basées sur des transferts d’électrone sont pasiées a des phénomer
diffusifs. Ainsi, la formation d’'un état vitreux lors de déshydratas sévéres ne réduit pas
vitesse de ces réactiom$ ne permet pas d’expliquer la conservation ddsiles faiblemen
hydratées. L’hypothesprincipale proposéeserait une diminution de la vitesse de diffusior
I'oxygene dans la matrice déshydratée engendramtiminution de la vitesse de production

radicaux libregLievense and van 't Riet, 19

2.3.2.2. Mortalité cellulaire induite lors deléshydratatios séveres

Bien que lestats faiblement hydrail permettent la stabilisation degcroorganismes au
cours du tempgors du stockag, les étapes transitoires des traitements sont cependar
I'origine d’'une diminution de la viabilité cellula@ aprés un cycle comprenant la déshydrat:
et la réhydratation. Un des facteurs influencarpdete de viabilité au cours «ces traitements

est le type de microoagismesDans le cas de perturbations hyperosmotiquesjsteexin seui
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de pression osmotique sous lequel la viabilitérdesoorganismes n’est pas affectée. La valeur

de ce seuil de résistance est propre a chaqueléypecroorganisme (Figure 9).
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Figure 9 : Survie de différents types de microorgames a des chocs hyperosmotiques allant jusqu'a
166 MPa. Chocs osmotiques réalisés par ajout de@lgl a la température physiologique de chaque
microorganisme. 37 °C pour les bactéries E. colrdm-), L. Bulgaricus (gram+) et L. plantarum
(gram+). 28 °C pour la bactérie B. japonicum (grajn22 °C pour la levure C. utilis. 25 °C pour S.

cerevisiae (Mille et al., 2005a).

Il existe également des différences de survieediu dune méme espece. Il a été montré

que la souche de levurés cerevisiaeld est plus résistante au séchage que la soBche

cerevisiaéTomskaya (Beker and Rapoport, 1987)

Outre I'impact du type de microorganisme trait&, durvie cellulaire est également

influencée par des parametres du cycle déshydmafethydratation. Le facteur principal

affectant les taux de survie cellulaire lors dehgésatations sévéres est la cinétique des étapes

de déshydratation et de réhydratation. Dans degegplde pressions osmotiques comprises entre
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80 MPa et 300 MPa ou la survie cellulaire est feggonent compromise, de nombreux travaux
réalisés au laboratoire GPMA sur différents micgamismes ont montré que la déshydratation
progressive conduit a des taux de survie supéri@dursux obtenus a l'issue d’'un traitement
rapide (Gervais et al., 1992; Marechal et al., 196&irier et al., 1997; Mille et al., 2003).
D’autres travaux rapportent que certaines cellufes,présentant pas d’aptitude particuliere
(cellules animales), peuvent résister a une foéghydratation réalisée par séchage lent (Potts,
2001). Ainsi, ces résultats indiquent que la sugviea déshydratation est fortement liée a la

maitrise du procédé.

L'origine de la perte de viabilité lors de pertations hydriques provient de dommages
cellulaires induits par les étapes de déshydratatade réhydratation. Une premiére hypothese
repose sur la dénaturation et/ou l'agrégation desémes. En effet, la déshydratation peut
entrainer des modifications conformationnellesvieréibles des protéines conduisant a la perte
de leur fonctionnalité. Il est cependant peu pritdbajue ces phénomeénes soient des causes
primaires de la mort cellulaire. En effet, I'étudie 'impact de la cinétique de déshydratation sur
I'intégrité de protéines démontre que, contrairenaerx cellules, leur préservation structurale est
optimale en condition de séchage rapide qui lifatelurée disponible pour les phénoménes
d’agrégation (Wolkers et al., 1998). La modificatide la flexibilit¢é conformationnelle des
protéines entraine cependant des changementsrit tigs activités protéiques (effet recherché
en conservation cellulaire) qui peuvent généredésequilibre métabolique. L'arrét séquentiel et
les dysfonctionnements d’enzymes ou de chainesralgsport des électrons provoquent
'accumulation de radicaux libres dans la cellutesent impliqués dans I'oxydation de ses
principaux composants (Billi and Potts, 2002). Lideur de ces phénomeénes est a priori liée au
temps qui leur est imparti et l'atteinte rapide desaux de déshydratation poussés permet de

les limiter.

La membrane plasmique, de par sa position intaft@acentre les milieux intra et
extracellulaires, est une cible privilégiée destyrbations hydriques. En effet, de nombreuses
études rapportent que la membrane plasmique perd is@grité lors des étapes de
déshydratation et de réhydratation. Cette perméabdn de la membrane a été mise en
évidence par des mesures de libération d’'ions tamsilieu externe mais également par des
marquages fluorescents spécifiques. Apres réhyamja la proportion de cellules

perméabilisées est corrélée avec la proportion eliles mortes suggérant que la cause
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principale de la mort cellulaire serait la permésaiion de la membrane plasmique (Simonin et
al., 2007).

La préservation de microorganismes d’intérét sur @ longues périodes nécessite des

niveaux de déshydratation séveres conduisant a um@minution des vitesses des réaction

n

cellulaires. Les traitements permettant d’atteindrede tels niveaux de déshydratation sont
cependant a l'origine d’'une perte de viabilité quipeut représenter une fraction importante

de la population microbienne. La membrane plasmiquest une cible privilégiée et sembl

[}

fortement impliquée dans la mort cellulaire lors de phases transitoires de déshydratatio

=)

et de réhydratation. Le dernier chapitre de la syniiése bibliographique sera consacré a la

membrane plasmique de la levure et aux mécanismanpliqués dans la perte d’'intégrité de

cette structure lors de perturbations hydriques.
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3. STRUCTURE DE LA MEMBRANE PLASMIQUE ET DE LA
PAROI DE LA LEVURE

Les cellules sont définies comme les unités fomcielles fondamentales des systemes
vivants. D’'une maniére générale, I'intégrité deddlule est préservée grace a la présence d'une
enveloppe externe appelée membrane plasmique.stéexie de cette membrane représente un
des fondements majeurs de I'organisation de laaieelle a permis d’isoler le contenu cellulaire
du monde extérieur tout en autorisant des échaogetsolés. Elle intervient aussi dans une
variété de processus biologiques indispensablasvie ltels que les phénomeénes de transport, la
transduction de signaux ou encore les processusodegersion d’énergie. La membrane
plasmique repose de plus sur le cytosquelette,pehte dynamique formée d'un réseau de
filaments protéiques contribuant a maintenir larferde la cellule et servant de guide pour le
transport de molécules indispensables a I'acteatéulaire. Chez les organismes eucaryotes, les
membranes des organites sont aussi le siege deoimmespécifiques comme la phosphorylation
oxydative au niveau des mitochondries ou la madliicn post-traductionnelle des protéines
dans I'appareil de Golgi.

Au cours de ce chapitre, une présentation généeale composition et de la structure des
membranes biologiques sera réalisée. Nous nougtemons ensuite sur les particularités de
I'enveloppe de la levure qui est composée de la Ion@ne plasmigue mais aussi d’'une paroi

cellulaire.

3.1. COMPOSITION ET STRUCTURE DES MEMBRANES BIOLOGIQUES

3.1.1. Généralités

Les membranes biologiques sont des structures legpy) d’'une épaisseur de 7 a 8 nm,
principalement constituées de lipides disposésoeibld feuillets et de protéines impliquées dans

des activités propres a la membrane (Figure 10).
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Fibres de Glucide LIQUIDE EXTRACELLULAIRE
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Figure 10 : Représentation schématique d’'une memieabiologique

3.1.1.1. Lipides membranaires

Les lipides membranaires représentent une pragportnportante de la masse des
membranes comprise entre 30 et 50%. La variétesi@sces lipidiques est tres étendue et trois
classes majeures de lipides membranaires peuventdé&tinguées : les phospholipides, les

sphingolipides et les stérols.

* Les phospholipides constituent le groupe le plusndbant des lipides membranaires.
Ces lipides sont des triesters de glycésoldlycérol-3-phosphate) dont la fonction alcool du
carbone 1 est estérifiée par I'acide phosphorigoedtituant la téte polaire hydrophile) tandis
gue les fonctions alcool des deux autres carbowes estérifices par des acides gras
(constituant la partie hydrophobe) (Figure 11). pé®spholipides sont donc amphiphiles et
sont agencés dans la membrane en bicouche, |lssp@Eres orientés vers I'extérieur de la

bicouche et les chaines d’acides gras vers |'iexeri
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Figure 11 : Exemple de phospholipide : la phosplaticholine. (A) schématisation des différentes
parties composant le phospholipide, (B) formule efigue, (C) modéle compact et (D) représentation
symbolique d’'un phospholipide.

La grande variété des phospholipides reposenésurombreuses combinaisons possibles
entre la nature des tétes polaires et la longuelgrombre d’insaturations des chaines d’acides
gras. Les tétes polaires les plus courantes séthaholamnine, la choline, la sérine, le glycérol
et I'inositol (Figure 12). Le cardiolipide est uhgspholipide particulier formé par I'association
de deux molécules phosphatidiques reliées paetiimédiaire d’'une molécule de glycérol. La
composition phospholipidique des membranes variefarction du type cellulaire mais
également au sein d’'une méme membrane. Il en eédafic une asymétrie dans la répartition et

la distribution des especes phospholipidiques Ganembrane.

o)
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CH—0—C
o W\\/\/W\/\ Acide gras saturé

) I
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o
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27



Synthése bibliographique
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Figure 12: Formules chimiques des principaux phdsgipides. (A) partie hydrophobe d'un
phospholipide. (B) nature des substituants deséiénts phospholipides.

» Les sphingolipides sont formés par l'association laesphingosine (amino-alcool
possédant une longue chaine hydrocarbonée insa(@®&1)), d’'un acide gras et d'un
substituant polaire du méme type que pour les giagpdes. Comme pour les phospholipides,
les sphingolipides constituent une famille tres hoeunse en raison de la diversité des
groupements polaires. Les sphingolipides sont desahts structurant de la membrane.

* Les stérols different des autres classes de lipidembranaires par leur structure
hydrocarbonée. lls possédent un noyau de stérané ldocarbone 3 est porteur d'un

groupement hydroxyle (Figure 13A).

® oo " TTsI
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Figure 13 : (A) Structure du noyau de stérane. (Bjsertion des stérols dans une bicouche lipidique.
D’apreés (http://www.uic.edu/classes/bios/bios106f@3am/cholesterol.jpg.).

Ces molécules sont beaucoup plus compactes etigsotjue les deux classes de lipides
décrites précédemment. Les cycles constituantsiguelette leur conferent une structure plane et
rigide et la seule partie polaire de ces molécestsle groupement hydroxyle. Les stérols
s’inserent dans la bicouche lipidique en présentangroupement vers l'interface lipide-eau

(Figure 13B). lIs sont présents dans les réegnasanvégétal et chez les champignons.
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3.1.1.2. Protéines membranaires

En plus des lipides, la membrane plasmique esstitoée de protéines. Les protéines
membranaires peuvent étre tres abondantes au ndeaertaines membranes. On peut citer
I'exemple de la membrane interne mitochondrial®owétecte 76% de protéines. Les protéines
membranaires se classent en deux grandes catégoriesbase de la nature de leurs interactions
avec la membrane : les protéines extrinseques vphgéiques et les protéines intrinseques ou
intégrales (Figure 14).

(&) TRANSMEMBRANAIRES {B) AVEC LIAISON LIFIDIGUE (G} AVEC LLAISON PROTEIQLUE

i
_EXTRA-CELLULAIRE

i 4
’

doubile
couche
lipidigue

CYTOSOL

Figure 14 : Représentation schématique des difféertypes de protéines associés aux membranes
biologiques.

Les protéines extrinseques sont associées a ldbrapende maniéere relativement faible
par des interactions électrostatiques avec lesepapblaires de lipides ou celles de protéines
intrinséques qui émergent hors de la membranes Biat donc en contact direct avec le milieu
agueux environnant et possedent des caractéristismacturales semblables a des protéines
solubles. Leur localisation leur permet de parécip des réactions s’effectuant a linterface
entre la membrane et les environnements intra gaatlulaires. Les protéines intrinséques
présentent au moins une partie de leur structune Bamembrane a laquelle elles sont associées
par un ensemble d’interactions hydrophobes aveqdeses apolaires des lipides. Certaines
protéines intrinseques possedent plusieurs segmestiques de nature hydrophobe localisés a
I'intérieur de la bicouche phospholipidique. La gt d’entre elles s’étendent sur toute
I'épaisseur de la bicouche. D’autres sont ancrdasau l'autre feuillet de la bicouche par des
chaines hydrocarbonées, auxquelles elles sonesetié facon covalente. Pour ces protéines, la

chaine polypeptidique ne pénetre pas dans la meebkan exemple classique de ce type
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d'ancre est le glycosylphosphatidylinositol (GPui relie certaines protéines a la face
exoplasmique de la membrane plasmique.

Les protéines membranaires jouent des rbles ésiserdt assurent des fonctions
spécifiqgues au niveau des membranes biologiqguesdeUleur réle principal est le passage de
molécules au travers des membranes. Ce passagétmerdalisé de différentes maniéres et peut
impliquer des protéines membranaires. En plus de I®le fonctionnel, les protéines
membranaires ont également un rdle structuralsklig une influence importante sur la fluidité
des membranes (D'Antuono et al., 2000). Selon ta&ture chimique et leur structure, elles
peuvent augmenter ou diminuer la température asitran de phase ou encore faire disparaitre
ce phénoméne (Fahsel et al., 2002; Tomczak e2@03). De méme, I'environnement lipidique
influence l'activité des protéines membranaires. ®&emple, la fluiditt membranaire a une
influence directe sur la conformation du site adgf certaines enzymes membranaires, ce qui
résulte en une modification de I'énergie d’actigatde ces enzymes lors d’un changement de

fluidité de la membrane (McMurchie and Raison, 1979

3.1.1.3. Dynamique et organisation structurale des membranes

Dans une phase liquide, les lipides sont fréequeminseumis a différents types de
mouvement (Figure 15) : diffusion latérale par m@uaent brownien, rotation libre autour de
leur axe, et oscillation sur leur axe (Lipowsky &ackmann, 1995). Il existe également des
mouvements de migration d'un feuillet de la biccaich l'autre ou « flip-flop » mais se
produisant trés rarement. Il s’'agit en effet d'umogessus extrémement défavorable
énergétiqguement au sein des bicouches pures dehmipédes car les tétes polaires des lipides
doivent dans ce cas étre transloquées a travererieéur hydrophobe de la membrane. La
diffusion intrinséque des phospholipides entref@sllets de la bicouche nécessite alors des
temps tres longs de l'ordre de I'heure voire du galon la nature du phospholipide considéré
(Op den Kamp, 1979; Van Meer, 2005). Cette diffagi@ut néanmoins avoir lieu au sein des
membranes biologiques grace a la présence de mestdies « flippases » qui catalysent ce
transport indépendamment de I'hydrolyse d’ATP. [Xes protéines, les « translocases »
facilitent aussi ce mouvement, mais dans un prosedépendant de I'ATP. Ces protéines sont a

I'origine de I'asymétrie de répartition des lipidastre les feuillets.
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diffusion
diffusion rotationnelle laterale

Bicouche lipidigque
« flip-flop »

Figure 15 : Représentation schématique des mouvetsates lipides au sein de la bicouche lipidique
(Lipowsky and Sackmann, 1995).

La conformation des lipides et la fluidité de iaduche sont influencées par la présence
de stérols dans la membrane (Parasassi et al.).199grésence de stérols membranaires a pour
effet de condenser les phospholipides membranaigshase lamellaire fluide et d'espacer les
phospholipides en phase lamellaire gel (FigureAf)si, ils agissent comme des tampons et
minimisent les variations de fluidité membranamduites par des modifications des parametres
environnementaux. Lorsqu’ils sont présents a desartrations suffisantes dans des membranes
modeéles de composition multiple, les stérols orddpacité d’induire la formation de domaines
dans lesquels les lipides sont en phase liquidenoréke (). Dans les membranes biologiques, il
est maintenant admis qu’il existe des microdomaeregchis en stérols. Ces domaines sont de
tailles variables et présentent une organisatiguide ordonnée. La présence de stérols,
notamment de cholestérol, dans les systemes mogeél#ségalement induire une transition
d'une phase lamellaire (). vers hexagonale (Bl (Figure 3). En effet, dans les systémes
contenant la phosphatidyléthanolamine, la présdnceholestérol a des concentrations molaires
supérieures a 30% favorise la formation de la plmes@gonale i au détriment de la phase
lamellaire L, (Cullis et al., 1978). L’existence de phasegsdidns les membranes biologiques est
difficilement appréciable car ces phénoménes socaux et transitoires. Ills sont cependant
considérés comme indispensables pour la cellulaison du réle gu’ils pourraient jouer dans
les phénomenes de fusion membranaire impliqués amdocytose et I'exocytose (Lohner,
1996; Morein et al., 1996).
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3.1.2. Membrane plasmique et paroi de la levure

Une des particularités de I'enveloppe de la levsaecharomyces cerevisiast que la
membrane plasmique est entourée d’une paroi alestgec laquelle elle possede de nombreux
points d’ancrage. La paroi maintient la structuréaeigidité de la cellule. Ce point sera abordé

dans cette partie.

3.1.2.1. Lipides membranaires

La membrane plasmique de la levuBaccharomyces cerevisiaest composée de
phospholipides, de sphingolipides et de stérolpaetrrait méme contenir une guantité non

négligeable de céramides libres (Schneiter e1889).

Tableau 2 : Composition en phospholipides de laumsSaccharomyces cerevisiae.

Composition (%) selon :

Hipides (Patton and Lester, 1991) (Zinser etal., 1991)
- 17,0 16,8
oE 14,0 20
ol 27,7 1,7
i o 33,6
cL 42 o2
AP 2,5 22

PC : phosphatidylcholine, PE : phosphatidyléthamoi@, Pl: phosphatidylinositol, PS : phosphatiésitse, CL : cardiolipide, AP : acide
phosphatidique.

Les phospholipides membranaires sont répartis deiare asymeétrique dans les deux
monocouches de la membrane plasmique. Ce phénormmmebue a la courbure de la
membrane. La monocouche interne est enrichie enPEet Pl tandis que la monocouche
externe est riche en PC (van der Rest et al., 1986fomposition en phospholipides, estimée
lors de deux études différentes, apparait danalide@u 2. Des variations dans la composition de
la membrane plasmique sont observables entre eesélades. La cause de ces variations est
attribuable au manque d’'uniformité dans les cood#iexpérimentales (souches, conditions de
croissance, procédures d’extraction des lipides, €oncernant les chaines d’acides gras des

phospholipides, les principales sont 'acide oléiC18:1), palmitoléique (C16:1), palmitique
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(C16:0) et stéarique (C18:0) (van der Rest etl8B5). Les chaines d’acides gras monoinsaturés

représentent a elles seules environ 60% de I'engetals chaines.

Les sphingolipides sont des constituants ubiqesaides membranes plasmiques
eucaryotes. Chez la levui®. cerevisiagle ratio sphingolipides/phospholipides est de30,4
(Schneiter et al., 1999) et 90% des sphingolipisiest localisés au niveau de la membrane
plasmique (Patton and Lester, 1991). L'utilisatdione souche mutante de levures déficiente
pour la synthése de sphingolipides a montré qudifides sont essentiels a la croissance et a la
viabilité de la levures. cerevisiaéWells and Lester, 1983).

Contrairement aux cellules eucaryotes supériepoes lesquelles le cholestérol est le
stérol majoritaire, les levures contiennent priatément de l'ergostérol. Ces deux stérols
possédent une voie de biosynthése initiale comrjustgi'au lanostérol qui diverge ensuite pour
aboutir au cholestérol et a I'ergostérol. KonraddBl (Prix Nobel de physiologie ou médecine en
1964 pour sa découverte de la voie de biosynthasehdlestérol) a avancé I'hypothese que
I’évolution des voies de synthese des stérols miget ces molécules de satisfaire des fonctions
spécifiqgues différentes (Bloch, 1994). Les étud@stésessant a la capacité des stérols a
stabiliser les membranes modéles n'ont pas réussietire en évidence de différences
importantes entre ces deux stérols et la causette divergence des voies de biosynthése est a
I'heure actuelle encore inconnue. Chez la le\&ireerevisiagla concentration en ergostérol de
la membrane plasmique est un sujet de controvéfse. étude réalisée par Bottema et ses
collaborateurs annoncent un ratio molaire ergokpdraspholipides de 0,365 (ration massique
proche de 0,2) (Bottema et al., 1983) tandis quautee étude avance un ratio massique de 3,31
(Zinser et al., 1993). D’apres van der Retsal, ce dernier chiffre semble peu probable puisqu’il
n'est pas possible de former des liposomes aveatiommassique supérieur a 1 (van der Rest et
al., 1995). Une étude plus récente annonce un ragdpd,46, ratio qui est comparable au ratio
cholestérol/phospholipides des cellules eucarystggrieures (Schneiter et al., 1999). Malgré
I'incertitude sur sa concentration dans la membnalasmique, I'ergostérol est un composant
indispensable pour la vie cellulaire et est impéiglans différentes fonctions biologiques telle
gue I'endocytose (Heese-Peck et al., 2002). De, phgsstérols membranaires sont impliqués
dans la résistance aux stress thermiques et éipaesigrace a leur capacité a moduler la fluidité
de la membrane (Cress and Gerner, 1980; Swan artdoWyal999). Les stérols sont des

molécules énergétiquement colteuses a produireuet Moie de biosynthése comporte de

33



Synthése bibliographique

nombreuses étapes nécessitant la présence d’oxydaeehypothése récente suggére que les
stérols pourraient jouer un role dans la résistantexydation (Galea and Brown, 2009). Cette
hypothese est appuyée par l'observation d'un efiiettecteur des stérols, notamment de
I'ergostérol, vis-a-vis de la peroxydation desdigs dans des membranes modéles (Wiseman et
al., 1993).

3.1.2.2. Protéines membranaires

Le nombre de protéines différentes au niveau aedmbrane plasmique & cerevisiae
est estimé a environ 150 (Rank and Robertson, 1988)majeure partie de ces protéines
correspond a des protéines de transport.

(-\maw“a“sp"ffsy%% Il existe difféerents types de transporteurs

e impliquant des protéines membranaires. Ces

s Transport .
v Sys?epm ™

différents types sont présentés dans la Figure 16.
La membrane plasmique contient °1G 16

protéines de transport, ce qui pourrait constituer
50% des protéines membranaires (Serrano, 1991).

Les autres protéines membranaires sont impliquées

dans la synthése de la paroi, la transduction de

. s
\\\. Uniport . )
RN o signaux ou appartiennent au cytosquelette de la

A\
%ndar ¥ Transport sys'® levure

Figure 16 : Systemes de transport présents au nivede la membrane plasmique de la levure
Saccharomyces cerevisiae (van der Rest et al., 1995

3.1.2.3. Organisation de la membrane plasmique des levures

Sur la base du modele de la mosaique fluide dgeSiat Nicolson, les membranes
biologiques ont tout d’abord été considérées cordegbicouches lipidiques homogenes dans
lesquelles les protéines membranaires étaient em¢&inger and Nicolson, 1972). Cependant,
au cours des 20 dernieres années, des preuvegctodimulées montrant que les membranes
biologiques présentent des spécificités locales®et compartimentées latéralement (Simons and
Ikonen, 1997; Edidin, 2003). La membrane plasmideda levure a fait I'objet de nombreuses
études et des microdomaines membranaires de caiopospécifique ont été mis en évidence
(Figure 17).
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Figure 17 : Observationsimultané¢ de deux protéines membranaires (C+-GFP et Pmal-RFP)
localisées dans différents domaines de la membrplasmique de la levure Saccharomyces cerevis
L'image (A) correspond a une coupe confocale équatoriale degutes tandisque I'image (B)
correspond a une coupeonfocale réalisée tangentielleme (Malinska et al., 200z

Chez Saccharomyces cerevis, deux compartiments membranaires différents on
mis en évidence par la présence de protéspécifiques a chacun desmpartiment(Malinska
et al.,, 2003). Le premiecorrespond a des microdomaines d’environ 300 nmpcenan la
protéine Canl (transporteur symport arginir’) et est appelé MCC (Membrane Compartn
occupied by Canlp) tandis que le second compartjinassimilable au réseau membran
autour des MCCest occupé p la protéine Pmalpompe a proton ATP dépendal et est
appelé MCP (Membrane Compartment oced by Pmalp). Ainsi,es deux compartiments
se superposent pas et recouvrent a eux la majoritéde la surface membranai(Grossmann
et al., 2007; Arest8ranco et al., In pres. L’étude de la composition des domaines MC
révélé gu’ils sont enrichis en ergostérol et quie &wutres protéine intégrale étaient également
présentent exclusivement dans ce compartin

Le mécanisme de foration de ces microdomaines n’'est pas encore togaleélucidé
Cependant, la compartimentation latérale pourepbser sur lepropriété physicochimiques
des différents lipidesnembranaire pouvant aboutir a des séparations de s lipidiques. En
effet, certains lipides, tels que les stérols etsj@singolipides, pourraient étre présents dans
domaines membranaires organisés en phase liquitmmée (l,) et seraient exclus de zor
membranaires en phase liquide désordonng). Une telle compaimentation a été montrée ¢
des membranes artificiell¢klose et al., ; Baumgart et al., 20.

Un des réles largement décrit des microdomaineshbramires enrichis en stérols ct
les cellulesde mammiferes est la signalisation. Ce réle esbabiement valable pour I
microdomaines membranaires de la levure. En pluedéle, il a été montré chS. cerevisiae
que la compartimenti@n de protéines dans des microdomaines pernrstdi® 'enocytose, le

maintiende protéines spécifiques au niveau de la membriasenmu« (Malinsky et al., 2010).
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En effet, I'endocytose est réalisée en dehors demodomaines MCC et les protéines présentes

dans ces compartiments ne sont pas internalisé&ehappent ainsi a leur dégradation.

3.1.2.4. Paroi cellulaire

La paroi cellulaire constitue I'enveloppe la pixderne des levures. Elle est constituée de
deux couches distinctes. La couche interne, d'upaiséeur d’environ 150 nm, est
essentiellement constituée plglucanes et de chitine. Elle confére ses promigtécaniques a
la paroi cellulaire. La couche externe se constikegnannoprotéines hautement glycosylées qui
émanent a la surface de la cellule et sont impéguéntre autres, dans la fonction de
reconnaissance entre les cellules. Elle limitea@gaht I'accés a des enzymes présentes dans le

milieu extracellulaire a la couche interne. La stiiwe de la paroi est présentée dans la Figure 18.

mannoprotein

N-glycans

plasm
membrane

membrane proteias
Bl uu L a l

A

Figure 18: (A) Structure et relations entre les fiirents constituants de la paroi de la levure
Saccharomyces cerevisiae. Les mannoprotéines (bteut associées a des oligosaccharides (jaune) et
sont reliées par lintermédiaire dg-1,6 glucanes au réseau dé1,3 glucanes et de chitine. (B)
Association des constituants de la paroi pour fonrma réseau tridimensionnel et positionnement par
rapport a la membrane plasmique (Lipke and Ovall®98).

Au pH physiologique, la surface externe de la parst chargée négativement.
Contrairement a celle des cellules végétales, llai pl@s levures est élastique ce qui permet aux
levures transférées dans un milieu hyperosmotigusedcontracter rapidement sans phénomene
important de plasmolyse. Cette élasticité est cépfépar le réseau tridimensionnel (84,3

glucanes (Lipke and Ovalle, 1998). Enfin, la clatirenforce la structure de la paroi.
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3.2. EFFET DE PERTURBATIONS HYDRIQUES SUR LA MEMBRANE
PLASMIQUE

La cause de la mort des microorganismes pendanphases transitoires permettant
d’atteindre I'état déshydraté (déshydratation) eurelvenir a I'état hydraté (réhydratation) est
liée a une perte d'intégrité de la membrane plasmidans cette derniére partie, les différents
mécanismes pouvant étre impliqués dans la pernsstimh de la membrane lors de

perturbations hydriques seront développés.

3.2.1. Impact sur I'organisation structurale de la membrplasmique

Dans la membrane plasmique et plus généralemastlda membranes, la déshydratation
augmente les interactions de van der Waal's essephospholipides ce qui peut induire leur
passage d'un état lamellaire liquide cristallin ra atat lamellaire gel a température ambiante
(Figure 5). Ce phénoméne appelé transition de phasmmbranaire, décrit en détail dans le
paragraphe 2.2.2, se produit pour les lipides mandres de la levur8. cerevisiaesur une
plage de pressions osmotiques comprises entre 60 é1R30 MPa a 22 °C (Laroche et al.,
2001). Dans le cas de déshydratations séveresisuas a 130 MPa, cette transition peut
conduire a une modification de la perméabilité memaire et pourrait étre une des causes de la
mortalité cellulaire (Hays et al., 2001). La dimion de I'hydratation des lipides membranaires
peut également conduire a I'apparition de phasadmxale correspondant un état non lamellaire
des phospholipides (Figure 3). Cette modificaticorghnisation structurale a également été
décrite comme pouvant conduire a une perte d'iitegle la membrane plasmique (McKersie
and Stinson, 1980). Au cours de la réhydratatiea,dhospholipides subissent également une
transition de phase dans le sens inverse de ceN®quée par la déshydratation. Cette transition
pourrait expliquer la fuite de solutés de la celldans cette étape des traitements, provoquant
ainsi la mort cellulaire (Van Steveninck and Ledahd974; Crowe et al., 1989; Leslie et al.,
1995).

3.2.2. Evolution morphologique et déformations de la meambrplasmique

La déshydratation est a l'origine d’une diminutidm volume cellulaire. La contraction
volumique peut entrainer un phénomene de plasmoh@mbranaire au niveau des cellules

présentant une paroi rigide telles que les celluégtales (Ferrando and Spiess, 2001; Munns,
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2002; Assani et al., 2009) et les bactéries négstavla coloration de gram (Mille et al., 2002).
Dans ce type de cellules, la membrane plasmigsésare de la paroi ne restant associée a celle-
ci que par des points d’'ancrage. Dans le cas desele pour lesquelles la paroi est élastique,
cette derniére reste solidaire de la membranal®ia contraction volumique.
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Figure 19: Microphotographie obtenue par cryofragte de Saccharomyces cerevisiae incubée
pendant une heure dans une solution de KCl a 1 MiurSa face cytoplasmique de la membrane
plasmique (cellule de droite), des invaginationsnswisibles. Sur la face externe de la membrane
plasmique (cellule de gauche), des renflements et dides apparaissent. Barre d’échelle = 1 um.
D’aprés (Slaninova et al., 2000).

Chez la levure, le volume cellulaire peut atteend0% du volume initial dans le cas
d’'une déshydratation osmotique sévere (MartineaMdeanon et al.,, 1996). Une contraction
volumique importante a été corrélée a un taux ddatité cellulaire plus important au cours de
la déshydratation (Martinez de Maranon et al., 1996delov and Arneborg, 2002; Adya et al.,
2006). La diminution du volume cellulaire assoc#da faible compressibilité latérale de la
membrane (Evans et al., 1976) entraine la défoomate la surface membranaire. Ce
phénomene provoque la formation de bourgeons, ajmations et de plissements, aussi bien
caractérisés sur des liposomes (Lipowsky and SawhkiD95; Beney et al., 1998) que sur des
cellules biologiques (Figure 19) (Slaninova et 2000). Ces modifications morphologiques de
la surface membranaire sont gouvernées par I'éeoludu rapport S/V, la minimisation de
I'énergie due a la courbure et les contraintes émsnpar la différence de surface des deux
feuillets membranaires (Kas and Sackmann, 19913. d&formations peuvent conduire a la
formation de vésicules membranaires (Mille et2002) qui permettent également de diminuer
les contraintes au sein de la membrane. La format@vésicules est associée a une diminution

de la surface membranaire. Une hypothése concelanambrt des cellules serait que la perte de
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surface par la formation de vésicules pourrait cineda une lyse lors de I'augmentation du

volume cellulaire lors de la réhydratation (Simoeiral., 2007).

3.2.3. Oxydation lipidique

L'oxydation est un stress critique lors du stoekades microorganismes. Afin de
minimiser cet effet, nous avons vu dans le pardgrah3.2.1 qu'il était nécessaire d’'atteindre
des niveaux de déshydratation tres bas. Le séctl@gemicroorganismes représente I'étape
transitoire permettant d’atteindre I'état déshy@lgatopice a la conservation. Cependant, pendant
cette étape, il a été montré que des événememtydditon se produisent (Pereira Ede et al.,
2003; Franca et al., 2007; Garre et al., 2010)teCetydation résulte de deux phénomenes. Le
premier correspond a l'altération du fonctionnenwahzymes et/ou de chaines de transport des
électrons lors de la déshydratation pouvant coeduuifapparition d’'un excés de radicaux libres
dans la cellule. Les radicaux libres sont des espdahimiques trés réactives capables de
provoquer I'oxydation des lipides membranaires. deeond phénomene intervient lorsque la
déshydratation est réalisée par un procédé de g&éhbair atmosphérique. Lors de ce procédé,
I'oxygene de I'air entre en contact direct avecdeBules et favorise les réactions d’oxydation.
Des études ont montré que le séchage de levurdsiit@une surexpression de genes impliqués
dans la réponse a un stress oxydatif tels TR&®1 et GRX5 (codant respectivement pour la
thioredoxine et la glutathione/glutaredoxine) etlément a une peroxydation des lipides
membranaires (Garre et al., 2010).

L’oxydation des lipides aboutit & une diminution tleydrophobicité par lintroduction de
groupements hydrophiles conduisant a une diminuties interactions hydrophobes entre les
lipides eux-mémes et entre les lipides et les pregemembranaires. Ce phénomene induit une
déstabilisation de la bicouche lipidique (Santingkna et al., 2008) et peut aboutir a la
perméabilisation de la membrane plasmique (Dhirdsd., 1981). Par conséquent, I'oxydation
lipidigue semble étre un événement crucial pourslavie des levures lors de l'étape de
déshydratation.
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L'étape transitoire de déshydratation permettant damener les cellules dans un état
déshydraté propice a la conservation est a l'origem de nombreuses altérations de Ila
membrane plasmique pouvant induire la perte d’'intégité de cette structure et donc, a 13
mort des cellules. Ces altérations ont pour originda contraction volumique cellulaire
importante associée a des modifications de [l'orgasation structurale des lipides
membranaires. A ces effets s’ajoutent des phénoménd’oxydation qui se produisent dans
le cas de déshydratation par séchage sous air atmpbgrique. L'étude bibliographique a
révélé que les stérols membranaires peuvent joueed roles dans I'organisation structurale
de la membrane ainsi que dans la protection contrel'oxydation lipidique. Ces
molécules pourraient donc étre impliguées dans la ésistance des levures a Ila

déshydratation.
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4. CONCLUSIONS ET PRESENTATION DES AXES DE LA THESE

L’étude bibliographique montre que la conservatiotempérature ambiante de cellules
d’intérét, dont les microorganismes, nécessite diegaux de déshydratation séveres. Le
principal effet du retrait de I'eau intracellulaiest la diminution de la vitesse des réactions
biochimiques permettant ainsi la préservation diegtires cellulaires, telles que les protéines,
les acides nucléiques et les membranes sur de dengariodes. La déshydratation et la
réhydratation sont des étapes transitoires crisicamur la survie des cellules. Il semble donc
essentiel de comprendre les mécanismes conduisani@rt ou a la survie des cellules lors de la
déshydratation et de la réhydratation afin d’opgienicette technique de préservation cellulaire.

Dans le cas des microorganismes, les taux deesd@pendent du type cellulaire mais
également des parametres du traitement de déshijdnatDe précédentes études réalisées au
laboratoire GPMA ont mis en évidence que la cingigle déshydratation est un parametre
crucial pour la survie des microorganismes. En tefie a été montré sur différents
microorganismes (levureSaccharomyces cerevisjabactériesEscherichia coli..) que les
cinétiques de déshydratation progressives (rampasjuisent & des viabilités supérieures en
comparaison de celles obtenues lors de cinétiqueslés (chocs).

Bien qu’'un grand nombre de publications désignentmbrane plasmique comme la
cible principale des perturbations hydriques, |€&camismes conduisant a la perte d’intégrité de
cette structure pendant les traitements ne sonttqgakement élucidés. Ces publications ont
cependant pu mettre en évidence que la membramsmipglae peut subir des changements
structuraux importants lors de la déshydratatioes Changements sont liés a une contraction
volumique importante des cellules causée par kkestieau du cytoplasme et a une modification
de I'organisation structurale des lipides membrnasaiL’ hypothése principale pour expliquer la
perméabilisation de la membrane plasmique lorsédhytiratations brutales est une diminution
de la surface membranaire par des phénomenesrdatisation de membrane plasmique. Les
événements d’internalisation de membrane plasmigpes une déshydratation en choc
pourraient résulter de la concomitance entre lassttions de phases lipidiques et de la
contraction volumique cellulaire. Ce mécanisme taétependant une étude plus approfondie
afin d’étre confirmé. Dans le cas de déshydratatgmogressives ou la survie cellulaire est moins
affectée, les modifications membranaires ainsi lggemécanismes associés a la résistance des

levures sont pour le moment encore inconnus.
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Les stérols représentent une fraction importaeteligpides membranaires et sont décrits
comme des composants importants pour la stabiittadnembrane plasmique. En effet, outre
leurs réles dans des phénomenes physiologiqueguiell’endocytose, ils sont capables de
tamponner les transitions structurales des bicaudpaiques. lls sont notamment impliqués
dans la résistance des cellules a des perturbagibysiques, comme la température, ou des
perturbations chimiques ¢B,, cycloheximide). Ces molécules pourraient doncejoun role
important dans la résistance des cellules auxudditins hydriques puisque ces perturbations
sont connues pour déstabiliser la membrane plagmidg plus, ces molécules ont également été
décrites comme pouvant diminuer I'oxydation desdig. Cette protection contre I'oxydation
dépend de la structure chimique des stérols. Aioerfains stérols pourraient également
influencer la survie cellulaire lors de déshydiata par séchage ou I'oxygene de l'air entre en

contact direct avec les cellules.

Dans ce travail de thése, nous avons cherché @reonre les mécanismes impliqués
dans la survie ou la mort de la levidaccharomyces cerevisis de la déshydratation et de la
réhydratation. La compréhension des modificatianghant la membrane plasmique lors de ces
phases est ainsi particulierement importante paqtimiser la survie cellulaire. Un intérét
particulier a également été porté sur I'impactalstiucture chimique des stérols membranaires
dans la résistance des levures a la déshydrathiggnaxes de ce travail de thése, correspondant
chacun a un chapitre de la these, ont visé a répandifférentes questions souleveées par I'étude

bibliographique :

» Quels sont les événements membranaires qui comddida perméabilisation de la
membrane plasmique lors de déshydratations bruiEess hyperosmotiques) ?

» Quels sont les mécanismes permettant le maintiefindégrité de la membrane
plasmique lors de déshydratations progressivesp@a hyperosmotiques) ?

> Est-ce que la nature des stérols membranaireslefipmajeurs de la membrane
plasmique, influence la réponse de la membrananida®e et la survie cellulaire
lors de chocs hyperosmotiques ?

> L’ergostérol, de par son potentiel réle antioxydast-il impliqué dans la résistance

des levures lors de la déshydratation par séchage ?
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Afin de répondre a ces questions, les méthoddéiséats ont permis de caractériser les
modifications fonctionnelles (intégrité) et strueties (organisation latérale de protéines
présentes dans les microdomaines riches en stéléfrmations, internalisation) de la
membrane plasmique lors de traitements hydriquest Eela, des observations en microscopie
confocale et en microscopie électronique a trarsiorisont été réalisées sur des levures apres
des traitements hyperosmotiques dont la cinétigliaraplitude étaient controlées. Des mutants
déficients en protéines impliquées dans la voiebasynthése de I'ergostérol, accumulant
différents précurseurs de I'ergostérol au nivealede membrane plasmique, ont également été
utilisés. Ces mutants ont permis d’appréhenderpiat de la nature des stérols sur la résistance

a des déshydratations réalisées par des perturbdtjgperosmotiques ou par séchage aérien.
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MATERIEL ET METHODES

44



Matériel et Méthodes

1. SOUCHES DE LEVURES ET CONDITIONS DE CULTURE

1.1. SOUCHES DE LEVURES

L’ensemble des souches de levures utilisées aus coercette étude ainsi que leur

génotype sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 3 : Génotypes des différentes souches darés Saccharomyces cerevisiae utilisées lors de
cette étude.

Souches Geénotypes
Wild Type (Mat)a ; hisAL ; leuA0 ; lys2A0 ; ura\0
Aerg6 (Mat)a ; hisAL ; leuA0 ; lys2A0 ; ura?\0 ; YMLOO8c::kanMX4
Aerg2 (Mat)a ; hisAL ; leuA0 ; lys2A0 ; ura\0 ; YMR202w::kanMX4
Aerg3 (Mat)a ; hisAL ; leuA0 ; lys2A0 ; ura\0 ; YLRO56w::kanMX4
Aergb5 (Mat)a ; hisAL ; leuA0 ; lys2A0 ; ura\0 ; YMRO15c::kanMX4
Aerg4 (Mat)a ; his3AL ; leuA0 ; lys2A0 ; urar0 ; YGLO12w::kanMX4

1.1.1. Saccharomyces cerevisiagd type (WT)

La souche sauvage (WT) de levure utilisée ®atcharomyces cerevisidgY4742
(Euroscarf, Allemagne). Cette souche est trés téeactérisée et fait I'objet d’'une bibliographie
abondante dans de nombreux domaines. De plus, mdraox mutants de cette souche sont

disponibles sur le marché.

1.1.2. Mutants deSaccharomyces cerevisiae

L’ensemble des mutants utilisé lors de I'étude ss8us de la souche sauvage BY4742 ce
qui a permis de réaliser des comparatifs raisomsabhtre le comportement de la souche

sauvage et celui des différents mutants en répmms@erturbations hydriques.

1.1.2.1. Mutants sur la voie de synthese de I'ergostérol

Les mutants de la voie de biosynthése de l'ergoistétilisés lors de cette étude

concernent les cing derniéres étapes de cette vaeg6, Aerg2 Aerg3 Aerg5 et Aerg4 Ces
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mutants accumulent différentes natures de stéfatpuie 20) et présentent I'avantage d’étre

cultivables dans un milieu classique de cultures saupplémentation particuliere.

2x famesy|
pyropnosphate
! ERGY
sgualene
} ERG1
sfualene epoxide
i RGY7
lanosterol
l | ERG11./24
ignostaral
vh ERG25/26/27/28
zymaosterol
l ERGS
fecosterol
| ERG2
episterol
ergns:a 5.7.24 ERG3
(28)-trienal
ERGS
ergosia-57 22,
24(28)-1etragnol
' ERG4

ergastarol

Figure 20 : Voie de biosynthese de I'ergostérol artr du farnésyl pyrophosphate (Eisenkolb et al.,
2002).

1.1.2.2. Intégration d'une GFP membranaire par transfornoati de

levures

Les souches WT eterg6 ont été transformées afin d’associer une protiirmgescente
GFP (Green Fluorescent Protein) a la protéine manalimre Sur7. Cette protéine est localisée
dans des microdomaines riches en ergostérol. Mesele ont été transformées par le plasmide
YIp211SUR7GFP apres linéarisation [andb2l. Ce plasmide nous a été généreusement donné
par Widmar Tanner (Université de Regensburg, Ciellogy and Plant Physiology, Regensburg,
Allemagne) et a été préalablement amplifié cBszherichia coliDH5a. La transformation des
levures a été réalisée par un traitement a I'aeétatlithium (Ito et al., 1983). La méthode de
transformation par I'acétate de lithium consistedécaper » la membrane des levures puis a leur
faire subir un choc thermique. Cette méthode siselien deux étapes : la préparation de cellules

compétentes puis la transformation proprementdditelevures.
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Préparation des cellules compétentes :

Le protocole de cette étape est inspiré de celypgsé par Gietz (Gietz and Woods,
1994). 5 mL de milieu Malt Wickerham (MW) modifi@rg inoculés avec une colonie et sont
placés a 25 °C sous agitation pendant une nuitdgfipréparer une préculture de levures. 1 mL
de cette préculture sont ajoutés a 100 mL de mileuf et les levures sont ensuite cultivées a 25
°C sous agitation jusqu’a une densité cellulaiepe de 1,5 10cellules par mL. 50 mL de cette
culture sont ensuite centrifugés dans des tubesofrgbendant 5 min a 150§ et le culot
cellulaire obtenu est resuspendu dans 20 mL d'estull@k stérile. Cette suspension est a
nouveau centrifugée a 15¢0@endant 5 min et le culot est resuspendu dans #'edu distillée.
La suspension de levures est alors transféréeuwtanse Eppendorf qui est a son tour centrifugé
a 1500g pendant 5 min. Le surnageant est ensuite retigéngblacé par une solution d’acétate de
lithium (LiAc) & 100 mM préparée fraichement pottemdre une densité cellulaire de 210

cellules par mL. Les cellules sont ensuite incul@éa8 °C pendant 20 min.

Transformation des levures :

500 pL d’ADN de sperme de saumon (ADN entraineutPDamg/mL sont soniqués et
dénaturés par un traitement thermique a 95 °C per&lmin puis placés dans de la glace s’ils ne
sont pas utilisés rapidement. Dans un tube Eppérisipr. d’ADN a transformer sont mélangés
avec 5 uL d’ADN entraineur et 50 uL de levures céraptes préalablement préparées. Le tout
est vortexé brievement et mis a incuber a 30 *G@a@en20 min. Pendant ce temps, une solution
d’acétate de lithium (100 mM)/polyéthyléne glycd@5S® (40%) est préparée. Apres les 20 min
d’incubation, 300 pL de la solution de LIAC/PEG s@joutés et le tube est incubé a 30 °C
pendant 20 min. Un choc thermique est ensuite teféeg 42 °C pendant 30 min. Le contenu du
tube Eppendorf est ensuite étalé sur deux boit®gtiecontenant un milieu sélectif afin d’éviter
un nombre trop important de colonies par boite.lhates sont ensuite incubées a 30 °C pendant
48 & 72 heures.
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1.2. CONDITIONS DE CULTURE

1.2.1. Culture en aérobie

Les différentes souches de levures sont conser@éd&® °C sous forme d'aliquotes
contenant 1 mL d’'une culture en phase stationrdgreroissance et supplémentée avec 20% de
glycérol (v/v). A partir de ces aliquotes, des doers sont préparés par ensemencement sur
boites de Pétri contenant du milieu MW modifié géloLes souchiers sont utilisables aprés 48
heures de croissance dans une étuve a 25 °C etrssuite conservés a 4 °C. Ces souchiers sont
renouvelés tous les mois. Pour les essais expéamnenla préculture est réalisée par
I'inoculation d'une colonie de levures issue deghiers dans 100 mL de milieu MW modifié
(pour 1 L d’eau distillée : 10 g de glucose, 3 gxtfait de levures, 3 g de peptone pancréatique,
1,5g de NakPQ, et 51,09 g de glycérol ; stérilisé a I'autoclavé2d °C pendant 20 min) placés
dans une fiole de 250 mL. Les fioles de préculamet agitées (250 rpm) pendant 48 h sur une
table d’agitation thermostatée a 25 °C. La cultlgs levures est ensuite réalisée par inoculation
de 100 mL de milieu MW modifié placés dans desBale 250 mL par 1 mL de préculture. La
croissance est menée dans les mémes conditiorla guéeculture pendant 24 h pour atteindre le
début de la phase stationnaire de croissance. Avetue manipulation, les cultures de levures
sont lavées deux fois par centrifugation (2808 min, 25 °C) et resuspendues dans une solution
binaire d’eau/glycérol a une pression osmotiquel deMPa (correspondant a une suspension
isotonique par rapport a la pression osmotiquadediulaire des levures).

1.2.2. Culture en anaérobie

Pour la culture en anaérobie, la réalisation désystures se fait de la méme maniéere que
pour la culture en aérobie. Pour la culture, 1 relpdéculture est inoculé dans 100 mL de MW
modifié placés dans des shots spécifiques pour ulture anaérobie. Ce milieu a été
préalablement dégazé par bullage d’azote pendaht LA culture est réalisée a 25 °C pendant
24 h sans agitation dans une enceinte anaérobiergBa Selon les expériences menées au
cours de I'étude, le milieu de culture est supplé@eavec de I'ergostérol (125 ou 250 puM) et du
tween 80 (1% ou 2%, v/v).
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2. PROCEDES DE DESHYDRATATION

2.1. DESHYDRATATION EN MILIEU LIQUIDE

Lors de cette étude, nous avons réalisé des deghtidns en milieu liquide par le biais
de traitements hyperosmotiques. Le soluté dépresgdisé a été le glycérol car il présente
'avantage de pouvoir préparer des solutions aajeses faibles (jusqu’a 0,12). De plus, ce
composeé est le principal soluté de la levure (Sideet al., 2000) et est concentré lors d’'un
séchage par évaporation d’eau. Enfin, la déshytlvatpar traitement hyperosmotiques a l'aide
du glycérol a été utilisée avec succes pour I'optition du séchage de bactéries lactiques (Mille
et al., 2004).

2.1.1. Préparation de solutions a activité de I'eau coéerd

Afin de préparer les solutions aux, &ouhaitées, les concentrations en glycérol

nécessaires ont été calculées a partir de I'equdgdNorrish (Norrish, 1966):
aw = (1 =Xe™,

ou X est fraction molaire & est le coefficient de Norrish du soluté utilisGupaugmenter la
pression osmotique. Pour le glycérol, ce coefficeemune valeur de 1,16 (Chirife and Fontan,
1980). La correspondance entre la pression osnetiqéPa) et I'a est donnée par la formule

suivante :

RTInay,
Vw

ou R est la constante des gaz parfaits (J'not), T la température (K) &f, le volume molaire
partiel de I'eau (hmol™).
Les quantités de glycérol utilisées pour prépaesrdifférentes solutions § aontrélées sont

présentées dans le Tableau 4.

L’activité de I'eau des solutions préparées a @gfige par un osmometre a miroir
Aqualab 3TE (Decagon Devices, Pullman, WA, USA).
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Tableau 4 : Masses de glycérol utilisées pour lekigons a g, controlées

Pression osmotique (MPa) Activité de I'eau Masse dgycérol (g) pour 1000 g d’eau
1,4 0,99 51
7 0,95 255
15 0,9 513
22 0,85 781
30 0,8 1063
70 0,6 2440
110 0,45 3986
166 0,3 6654

2.1.2. Cinétiques de déshydratation des cellules paetrahts osmotiques

La cinétique de déshydratation conditionne la gikea laquelle I'eau sort des cellules.
Lors de notre étude, nous avons choisi d’étudiex agnétiques de déshydratation. La premiere
correspond a une déshydratation brutale (choc egu®)tet la seconde a une déshydratation

progressive (rampe osmotique).

2.1.2.1. Chocs hyperosmotiques

Apres deux lavages de la culture cellulaire, 1 neladlture est placé dans un tube
Eppendorf puis centrifugé a 51§Jendant 10 min. Le surnageant est ensuite rdtiengplace
par 1 mL de solution a une pression osmotique otEdr(Tableau 4) permettant de définir
I'amplitude de déshydratation. Le culot est rapidatiremis en suspension a l'aide d’'un vortex.

Ce procédé permet de générer des déshydratationarére trés rapide:’200 MPa.g).

2.1.2.2. Rampes hyperosmotiques

Afin de réaliser des cinétiques progressives daytkatation, 3 mL de culture cellulaire
sont placés dans bécher et du glycérol pur esté@apgwn débit controlé a I'aide d'un pousse-
seringue. Un agitateur magnétique est utilisé dfimmogénéiser rapidement le glycérol ajouté
dans la suspension de cellules. La quantité deégiy@joutée a la suspension cellulaire est
vérifiée par un suivi de la masse de glycérol @oatl'échantillon a l'aide d'une balance
électronique. Avec un débit régulé de glycérol 498, mL.mir*, la vitesse de déshydratation
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était de 0,086 MPa’s Avec cette cinétique, 'amplitude la plus forte déshydratation réalisée

au cours de cette étude (166 ME@jt atteinte en environ 32 min.

2.1.3. Protocole de réhydratation

L’étape de réhydratation a également été réalisiém sleux modes différents. Le premier
consistait en une réhydratation brutale. Pour cles, cellules traitées osmotiquement sont
centrifugées a 5109 pendant 10 min puis la solution binaire a pressemotique contrélée qui
a servi a la déshydratation des cellules est ealevéemplacée par une solution a 1,4 MPa. Le
second mode consistait en une réhydratation preigeesréalisée par des paliers de
réhydratations. Les suspensions cellulaires tmitéselon différentes amplitudes de
déshydratation sont diluées au®Mdans des solutions a des pressions osmotiquekislesip
plus faibles. Les différentes pressions osmotiquisées pour diluer I'échantillon traité en

fonction du niveau de déshydratation sont préserdaas le tableau suivant :

Tableau 5 : Protocole utilisé pour les réhydratati® progressives.

Niveau de déshydratation Paliers réalisés lors da réhydratation
30 MPa 15 MPa - 1,4 MPa
110 MPa 70 MPa — 30 MPa — 1.4 MPa
166 MPa 110 MPa - 70 MPa — 30 MPa — 1,4 MPa

2.1.4. Mesure de la viabilité

La viabilité des cellules est estimée apres réehgtiom par la méthode des Unités
Formant Colonies (UFC) aprés dilutions décimalegqadtes. Dans le cas des rampes, I'addition
de glycérol par le pousse-seringue engendre ungatilde la suspension cellulaire. La viabilité
mesurée apres les rampes osmotiques est donc Iiéelfgar le facteur de dilution approprié.
Chaque résultat est rapporté a un témoin n’aydsitaucun traitement. Les expériences ont éte

répétées au minimum trois fois de maniere indépaeda
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2.2. DESHYDRATATION EN MILIEU AERIEN

2.2.1. Préparation des enceintes de séchage

Les enceintes de séchage sont composées de chdmbreitiques dans lesquelles sont
disposées des solutions salines saturées. Endangd#i la nature des sels utilisés, ce dispositif

permet d’obtenir une humidité relative contréléaslea chambre (Tableau 6).

Tableau 6: Nature des sels utilisés pour controlumidité relative des enceintes de séchage

Sels utilisés Humidité re_lative de Equivalence_s Pression
I'enceinte Osmotique
KCI 90% 15 MPa
NacCl 72% 45 MPa
NaBr 60% 70 MPa
LiBr 30% 166 MPa

Un support est placé au fond de la chambre afipodeoir disposer les échantillons dans
I'enceinte sans que ces derniers soient en coatact la solution saline. Les enceintes disposent
d'une entrée par laquelle la composition de I'amb& gazeuse peut étre contrélée (air
atmosphérique ou azote) et d’'une sortie pour évalerces de pression. Un ventilateur est

placé a lintérieur de I'enceinte afin d’homogéreid’ambiance gazeuse et d’optimiser la

déshydratation des échantillons.

2.2.2. Protocole de séchage et de rehydratation des vure

Le protocole de séchage des levures est réesumélaldigure 21. 40 mL de suspension
cellulaire, préalablement lavés dans I'eau physiojee (NaCl & 9 g.t), sont filtrés sous vide
sur Buchner. Une partie du résidu de filtrationteoant les levures est récupéré et étalé en une
fine couche sur une lame de microscopie. La quadétlevures étalées est pesée afin de pouvoir
par la suite exprimer la viabilité pour une mas&lhntillon donné. Cette lame est ensuite
placée dans I'enceinte hermétique dont 'humidiative est de 72%. Le film fin de levure sur
la lame en verre permet de réaliser une déshyanatétrutale de I'échantillon jusqu’a une

humidité relative de 75%. Apres une heure de n®intilans I'enceinte de séchage, la
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réhydratation est réalisée de maniére rapide amspesdant le film de levures préseur la

lame dans de I'eau physiologiq

Papier filtre

Biichner
Joint en &

caoutchouc o

/ ‘ ——- / / ——-

/ T
1) Filtration de la suspension 2) Etalement dun film fin de 3) Pesée de la masse
cellulaire sur Biichner levures sur une lame en verre d’échantillon étalé

. . . s 4) Séchage de I'échantillon dans
6) Mesure de la viabilité 5) Réhydratation et récupération ) 9

. . une enceinte dont I'ambiance
par UFC de I'échantillon dans un volume
connu gazeuse est controlée

Figure 21 : Schéma dyrotocole utilisé afin de réaliser la déshydratatiales levures en milieu aérie

2.2.3. Mesure de la viabilit

La viabilité¢ des cellules réhydratées est estimée lpaméthode des Unités Form:
Colonies (UFChpreés dilutions décimales adéquates et est exg enUFC/mL/g d’échantillon
Chaque résultat est rapporté a un témoin n’ayaritaicun traitement de déshydratation et
lui aussi est exprimé en UFC/mL/g d’échantillonslexpériences ont été répétées au minir

trois fois de maniére indépenda
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3. ANALYSE DES MODIFICATIONS FONCTIONNELLES ET
STRUCTURALES DE LA MEMBRANE PLASMIQUE DES
LEVURES

3.1. ESTIMATION DE L’'INTEGRITE MEMBRANAIRE

L'évolution de la perméabilité de la membrane plasm des levures au cours de
perturbations hyperosmotiques a été caractérid@da de marquages a I'iodure de propidium
(IP). L'IP est une sonde qui ne pénétre que danedBules perméabilisées et fluoresce lors de sa
complexation avec les acides nucléiques intra@etks. La stratégie utilisée au cours de cette
étude était d’introduire la sonde a différents moteelu cycle déshydratation/réhydratation afin
de caractériser le réle respectif des principalepes (déshydratation, temps de maintien,
réhydratation) pour l'intégrité de la membrane plagie au cours de ce cycle (Figure 22). Pour
les traitements osmotiques allant jusqu’a 30 MBayrbportion de cellules perméabilisées a été
estimée par le biais de la cytométrie en flux. Aladde ce seuil, le milieu est trop visqueux et
engendre la formation de microbulles lors de I'eetjon de I'échantillon par le cytométre ce qui
fausse le ratio de cellules marquées par I'lP. cmaptage des cellules marquées a donc été
réalisé sur images obtenues par microscopie auépicence pour les suspensions cellulaires

dont la pression osmotique était supérieure a 36.MP

N
14 4

| |
60

A

Pression osmotique

v

Temps (min)

Figure 22 : Chronologie des marquages des levurediadure de propidium au cours d'un cycle
déshydratation/réhydratation.

3.1.1. Analyse par cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique d’analysengtative et qualitative de cellules et
de particules en suspension. Elle permet I'étudeadectéristiques physiques et chimiques telles
que la taille, la granulométrie et d'autres comptssau fonctions pouvant étre détectés grace a

des sondes fluorescentes spécifiques. Le prin@pertttionnement de la cytométrie en flux est
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résumé dans la Figure 23. Les cellules sont eigaipar un flux liquide et défilent a grande
vitesse, cellule par cellule, dans le faisceau durplusieurs lasers (jusqu’a 30000 événements
par seconde). La lumiere réémise par les cellypes diffusion ou fluorescence) permet de
distinguer des sous-populations selon différentéress. De l'interaction entre le faisceau laser et
les cellules, résultent des signaux lumineux, dsipurs natures :

- La lumiere diffusée aux petits angles (FSC : Fodw8catter), collectée dans le
prolongement du faisceau excitateur, correspond gaint de vue physique a de la
diffraction, et donne une indication sur la tadkes cellules.

- La lumiere diffusée aux grands angles (SSC : Sidatt&), collectée a 90° par
rapport au faisceau lumineux, est un mélange diusitih, de réflexion et de
réfraction, et donne des indications sur la gramélvie des cellules.

- La fluorescence émise peut étre une autofluorescemeesulter, comme c’est le plus
souvent le cas, d'un marquage par un fluorochropg&eiflque d’'un constituant

cellulaire particulier, ou d'un immunomarquage flescent.
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Figure 23 : Schéma du principe de fonctionnementud’ cytométre en flux (d’apres Robinson J. P.,
1999).

Les signaux lumineux sont collectés par des phéteaeurs (photodiode pour la
diffusion petits angles, photomultiplicateurs pdaurdiffusion grands angles et la fluorescence)
qui vont les transformer de facon proportionnelie stggnaux électriques. Ces signaux sont
ensuite envoyés a un analyseur multicanaux pemedgaeprésentation de la répartition de la

population analysée, en fonction du ou des paramétudiés.
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Figure 24 : Mise en place du protocole de marquades levures perméabilisées par l'iodure de
propidium.

Afin de marquer les levures par I'lP, une solutstock de sonde est préparée a 10
mg/mL dans de I'eau distillée. Plusieurs essaisetdtréalisés afin d’optimiser la concentration
de sonde en fonction de la concentration cellulddeur cela, un mélange 50/50 de cellules
integres et de cellules perméabilisées a été prépladifférentes concentrations d'IP ont été
testées (Figure 24). Un marquage optimal est obé®ea une concentration finale d'IP de 200
ng/mL pour une concentration cellulaire de® X@llules/mL. Aprés marquage, les cellules
marquées sont diluées 100 fois avant d’étre anedygar le cytomeétre afin d’obtenir une
concentration cellulaire engendrant une vitessel@fgement des levures compatible avec une
analyse fiable des signaux luminead Q00 événements par seconde). Pour chaque éabantill
10000 evénements sont collectés par un cytometfeixié&ACSCalibur (BD Biosciences, San
Jose, USA) équipé d’un laser d’excitation argor8& Am. Un filtre optique a 610 nm est utilisé
pour récupérer la fluorescence émise par les eslldles résultats sont issus au minimum de

trois répétitions indépendantes.

3.1.2. Analyse par microscopie a épifluorescence

e

L’'observation des cellules marquées par I'IlP a edélisée par un microscope a

épifluorescence Nikon Eclipse TE 2000 E (Tokyo,algpquipé d’'une caméra spectrale Nuance
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CRI. Les images ont été acquises avec un objeletif Rpo x40 (ouverture numeérique : 0,95)
(Nikon) et collectées avec le logiciel Nuance. Umemiére image est réalisée en lumiere
blanche permettant d’observer la totalité des dlpuis une seconde image est réalisée en
épifluorescence pour observer les cellules marqpées'IP. Le ratio de ces deux nombres
permet d’obtenir la proportion de cellules permbésdes. Un minimum de 300 cellules a été
observé par échantillon. L’excitation (540-580 nmi) la récupération de I'’émission du
fluorochrome (600-660 nm) est réalisée par urefitronochromatique.

3.2. EVOLUTION MORPHOLOGIQUE DES LEVURES

3.2.1. Observation par microscopie confocale

Une des limitations de la microscopie est la @aofondeur de champs de l'image. La
zone observée de mise au point est nette alordegueones immédiatement au dessus et au
dessous sont flouent et perturbent I'image obseAwdsi, il y a une perte de résolution due a
I'émission de fluorescence défocalisée qui se pogera I'image du plan focal. La microscopie
confocale a permis de pallier a cet inconvénientéafisant des coupes optiques virtuelles dans
I'objet observé et de ne visualiser que l'imageréiacente émise dans le plan focal (Matsumoto,
1993; Pawley and Masters, 2008). En faisant vacerplan, il est possible d'obtenir une
succession de coupes donnant des informationssnettterécises dans les trois dimensions de

I'objet observé (Figure 25).

Figure 25 : Exemple d’observation d’'un objet par anbscopie confocale en fonction de la position
en z.

Le principe de fonctionnement d'un microscope goalf est resumé dans la Figure 26. Le
rayon laser excitateur pénetre dans I'échantill@dalpblement marqué par des fluorochromes
choisis en fonction de leurs propriétés a se fsxardes molécules particulieres d'une structure
ou d'un objet d'intérét. Lors de l'impact optiglig,a émission de rayons lumineux provenant de
différents plans de la préparation. Grace a unhdagpme variable (pinhole), il est possible de

sélectionner les rayons émis par un seul plan dpapation et d'éliminer le signal provenant
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d'autres plans. Les rayons réfléchis sont filtre$omction de leur longueur d'onde puis détectés
par des photomultiplicateurs. Le signal recu efineronverti en signal numérique, contribuant a

la création d'une image, codée sur 8 bits typiquenveire 12 bits ou 16 bits.

1- Source lumineuse (laser)
2- Miroir dichroique

3- Objectif

4- Echantillon

4 5- Sténopé (pinhole)

6- Détecteur

-

%
e

Figure 26 : Principe de fonctionnement d’'un microspe confocal a balayage laser.

Pour I'ensemble des observations réalisées en saigpie confocale, le microscope
utilisé est un microscope Nikon Eclipse TE 2000duipée d'une téte confocale multispectrale
D Eclipse C1. Les images sont acquises avec urnctdbjdikon Plan Apo x60 (ouverture
numérique : 0,95) pour les images avec un grandbmorde cellules par champ et avec un
objectif a immersion dans I'huile Nikon Plan ApoO€L (ouverture numeérique : 1,4) pour les
images de détails des levures. L’ensemble des snagiecollecté avec le logiciel EZ-C1 3.50
(Nikon). Les conditions d’excitation et d’émissidas sondes fluorescentes seront précisées dans
les paragraphes suivants qui sont dédiés aux fthoomes utilisés lors de notre étude.

3.2.1.1. Marquage membranaire par le FM 4-64

Les sondes fluorescentes FM sont des composég $pophiles utilisées dans de
nombreuses études afin de marquer la membrane iglasnet de suivre les événements
d’endocytose. Ces sondes, solubles dans I'eawenqedd I'avantage d’étre non toxiques pour les

cellules et de ne fluorescer que lorsqu’elles sot@grer dans les membranes. Dans le travalil
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propose ici, la sonde utilisgmur observer des mifications morphologiques de la membr:
plasmique au cours des traitements hydrigest le N-(3triethylammoniumpropy-4-(6-(4-
(diethylamino) phenyhexatrienyl)pyridinium dibromide (FM-64). Chez la levure, cette son
a déja éte utilisée pouwraractériser la dynamique de I'endocy (Vida and Emr, 199! et
pénéetreau niveau intracellulaire cmaniere temps, température et énergie déper (Riezman,
1985).Dans un premier temps, nous avons cherché a stopfterinternalisation de FIv-64 car
celleci perturbe les observations de l'effet des pegtioms hydrigues sur la membra
notamment lors des rampes nécessitenenviron 30 minutes pour atteindre I'état déshydi
Pour cela, nous avons réalisé un-traitement hydrique de faible amplitt (15 MPa) qui
n'affecte pas la viabilité des levur En condition physiologique (1,4 MPa), la membr
plasmique est inteatisée au cours du temps par endocytose. Ce phémest visualisé par un
marquage par le FM 4-6&igure27).

1 min 10 min 60 min

A C

1.4 MPa
E F

15 MPa

1 min 10 min 60 min

Figure 27: Effet d'une augmentation de la pression osmotiqueld MPa sur I'endocytose de
membrane plasmique. Les images présentées ont Bténae: par microscopie confocale et so
représentatives des événements observés sur la ladpu de cellules. Ces images présent
I'évolution du marquage les levures par le FM-64 au cours du temps a 1,4 et 15 MPa. |
observations ont été réalisées a 1 et 60 minutes aprés le marquage a 25 °C. Barre ddke = £ um.

Lorsque la pression osmotique est augmentée a 1& MPmarquage par le Fiv-64
reste localisé@u cours du tempdans la membrane plasmique suggérant que cettatiéléve le
pression osmtiqgue a un niveau non létal permet de stoppedbegtose C'est donc a partir d
ce niveau gque nous avons ensuite réalisé des Ipatitns hyperosmotiques selon différer
cinétiques afin de pouvoir observer leur impact Burdélocalisation membraire en nous

affranchissant de I'endocytose nature
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Afin de marquer les levures avec le F-64, une solution stock de sonde est préparé
mg.mL* dans de I'eau distillée. ® cellules sont marquées avec 20 pg de scLa sonde est
excitée par un laser He/Ar a 488 nm et le sign@ission est récupéré entre 550 et 700

3.2.1.2. Marquage de la paroi par le calcofluor

Le calcofluor est une sonde fluorescr se fixant spécifiquement sur les polysaccharidex
des liaisong(1-4) comme la cellulose et la chiti(Maeda and Ishida, 19¢. Il est utilisé pour
observer la paroi des levurespeésente I'avantage de se dissoudre dans I'eaaoheentratior
de sonde utilisée pour le marquage des cellulegé de50 pg m* pour une concentration
levure proche de f@ellules par mL. L'oservation a été réalisée avec une excitation 21408

I'aide d’'une diodeet 'émission a été récupérée entre 430 et 46

3.2.1.3. Observation de microdomaines Sur7-GFP

La protéine Sur7 est une protéine membranaireifBmldans les microdomaines M
riches en ergostérol. lteansformatio génétique que nous avons realisée a permis degtefé
protéine fluorescente (Greé&tuorescer Protein) a cette protéine afin de visualiser santépn
dans la membrane plasmique des levures et, d’'un@émaplus gérrale, de visualiser |

distribution des microdomaines MCC au niveau dadanbran (Figure 28)

(A) (B)

Figure 28 : Observations de la protéine S.-GFP au niveau de différents plans foca (A) et
reconstruction d’une image 3MB) de la distribution des microdomaines des levu

L’excitation de la GFP a été réalisée par un la&lium/Argon & 488 nm et I'excitatio
était récupérée entre 510 et 525
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3.2.2. Observation par microscopie électronique a transions

La microcopie électronique a transmission présdatx avantages majeurs par rapport a
la microscopie optique. Le premier est que cettéhaue permet d'obtenir des agrandissements
d'images pouvant aller jusqu'a 160000 fois. Le seoest que la résolution d'un microscope
électronique est voisine de 0,2 nm. Cette technigmsiste a placer un échantillon suffisamment
mince sous un faisceau d'électrons, et d'utilisesysteme de lentilles magnétiques pour projeter
I'image de I'échantillon sur un écran fluorescauittopnsforme l'image électronique en image
optique.

Dans le cadre de I'étude de I'impact de perturbsiityperosmotiques sur la morphologie
de la membrane plasmique des levures, il était itapbd'observer l'ultrastructure des levures
apres différentes cinétigues et amplitudes deetrants a I'aide de la microscopie électronique.
Cette méthode nécessite cependant une préparasoacthantillons dont les principales étapes
sont décrites ci-apres:

- Fixation des celluleda fixation a été réalisée a I'aide d'un mélarigtacaldéhyde (3%)

| paraformaldéhyde (2%). Cette fixation est réaliaé °C pendant 12 heures. Dans le cas des
chocs hyperosmotiques, les fixateurs sont ajoudés ¢th solution hyperosmotique afin de fixer
les levures le plus rapidement possible apres #&tetment. Dans le cas des rampes
hyperosmotiques, les levures sont déshydratéeggasigement par ajout de glycérol a l'aide
d'un pousse-seringue puis ces levures sont cul@é&esentrifugation (600@, 5 min). Un
mélange comportant les fixateurs a la méme presssomotique que celle atteinte lors de la
déshydratation préalable est alors ajouté sur let @gllulaire et les cellules sont remises en
suspension.

- Inclusion des levures dans l'agdes levures sont alors culotées et le surnagesint e

retiré et est remplacé par de l'agar «basse tanhpér» préalablement chauffé. Aprés
refroidissement et prise du gel d’agar, les cutaiulaires sont découpés en petits cubes. La
mise en agar des culots cellulaires permet deiticies étapes suivantes puisqu’elle permet de
modifier I'environnement de I'échantillon sans avoésoin de centrifuger I'échantillon.

- Postfixation des cellulesAprés deux lavages avec du tampon phosphate (§,1eM

levures sont postfixées au tétraoxyde d'osmiund@ @ans du tampon phosphate a pH 7,2 a 4
°C pendant 60 min a l'obscurité. A lissue de cétépe, les échantillons de levures sont rincés

avec du tampon phosphate.
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- Déshydratationcette déshydratation ne concerne pas le traitegetiechantillon lui-

méme mais vise a éliminer 'eau résiduelle qui muempécher l'inclusion en résine. Cette
déshydratation est réalisée par immersion des aibésvures dans des bains d'alcool de degré
croissant jusqu’a de I'éthanol pur.

- Substitution par I'oxyde de propylén&thanol est ensuite remplacé par de I'oxyde de

propyléne.
- Inclusion dans la résine et polymérisatites cubes de levures passent ensuite dans des

bains oxyde de propyléne/résine Epon avec une otmat®n de résine croissante pour atteindre
un dernier bain de résine pure. Chaque cube d@g#enant les levures est alors disposé dans
un moule de polymérisation. La polymérisation esuite réalisée par incubation des moules a
60 °C pendant 48 h.

- Découpe de coupes ultrafindss petits blocs de résine obtenus contenantlagds

sont alors découpés au moyen d'un ultramicrotonradiit E (Reichert) pour obtenir des coupes
d'une épaisseur de 90 nm. Ces coupes sont alavséEpsur des grilles Cuivre/Palladium.
- Contraste des coupdes coupes sont contrastées sur les grilles paitciie de plomb

et de l'acétate d'uranyle. Les grilles sont alorsservées en piluliers jusqu'a observation.

Les observations des coupes de levures ont étséesmlau Centre de Microscopie
Université de Bourgogne/INRA de Dijon a l'aide dimicroscope électronique a transmission
Hitachi 7500 (utilisé a 80 kV) équipé d'une cam@&K&T pilotée par un logiciel AMT.

3.3. MESURE DE VOLUMES CELLULAIRES

Les mesures de volumes cellulaires ont été réalispees des chocs hyperosmotiques de
différentes amplitudes allant de 7 MPa jusqu’a ¥8% mais également apres différents niveaux
de réhydratation aprés des chocs hyperosmotiqué@ et 166 MPa. Pour I'observation de
'impact de la déshydratation sur le volume cellgladifférentes solutions hyperosmotiques
préparées avec du glycérol a des pressions osrasticpntrélées sont ajoutées sur un culot de
levures. Aprés remise en suspension du culot, gquk prélevés et déposés entre lame et lamelle
pour observation au microscope. Dans le cas desdivation de cellules ayant subi une
déshydratation puis une réhydratation, les cellulnt déshydratées avec un choc
hyperosmotique comme décrit précédemment et somitenaes pendant une heure dans la

solution hyperosmotique. Les levures sont ensuwgterifugéees et la solution de déshydratation
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est remplacée par une solution a une pression apmegplus faible. Le contréle de la pression
osmotique de cette solution permet de maitrisaivieau de réhydratation des levures.

L’'observation microscopique des levures a étégéalavec un microscope Nikon Eclipse
TE 2000 E (Tokyo, Japon) équipé d’'une caméra splectduance CRI. Les images ont été
acquises avec un objectif Plan Apo x40 (ouverturaérique : 0,95) (Nikon) et collectées avec
le logiciel Nuance. Un minimum de 300 levures dstavvé par échantillon en prenant soin de
réaliser toujours la méme mise au point entre iféérents échantillons. Le volume cellulaire est
déterminé par analyse d'images (Image J). Leslesllsont analysées individuellement et leur
surface projetée est mesurée. Le volume est cadcustipposant que les cellules sont sphériques
(Berner and Gervais, 1993).

3.4. QUANTIFICATION DES STEROLS CELLULAIRES

Une extraction lipidique a été réalisée a parir® 1C levures préalablement congelées
apres croissance jusqu'au début de la phase staitienLes cellules ont été décongelées puis
lavées avec de I'eau distillée et reprises dand_ldimau froide. Les cellules ont ensuite été
lysées par agitation a I'aide d'un mini beadbedle(Biospec Products) pendant 1 min a 5000
tours min avec 50QuL de billes de verre (diamétre 0,3 & 0,4 mm; Sigrhe$ lipides cellulaires
ont ensuite été extraits avec une solution de efdame/méthanol (2:1, v/iv) comme décrit par
Folch et al. (Folch et al., 1957). La derniére ghaganique a été évaporée et les stérols ont été
dissous dans 100L d'hexane. Les différentes espéces de stérolemsuite été séparées par
chromatographie en phase gazeuse en utilisantaloene capillaire AT-1 de dimension 25 m x
0,32 mm (Alltech) puis identifiees selon leur tendjgsrétention par rapport au cholestérol utilisé

comme standard. Les résultats sont exprimés en denstérols pour £aellules.
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RESULTATS ET DISCUSSION
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L'objectif général de ce travail est d’étudieni@ution structurale et fonctionnelle de la
membrane plasmique de la levidaccharomyces cerevisiae cours de perturbations hydriques
afin de mieux comprendre les mécanismes impliqaés ¢a survie ou la mort des cellules lors
de ce type de perturbations. La cinétique de déalgtibn est un parametre déterminant pour la
survie des levures. D’une maniere générale, ledtigimes de déshydratations brutales (chocs)
sont associées a la mort des levures tandis queirléiques de déshydratation progressives
(rampes) permettent des taux de survie celluldire importants. La premiéere partie de ce travalil
est une étude préliminaire ayant pour but de retieerles conditions de déshydratation
(amplitude, cinétique) conduisant a la mort ou suevie des levures. Dans le second chapitre de
ce travail, nous nous sommes attachés aux mécanimmembranaires impliqués dans la mort des
levures se produisant lors de perturbations hydsdorutales. La troisieme partie est dédiée a
I'étude de I'évolution structurale et fonctionneltee la membrane plasmique au cours de
déshydratations progressives permettant la sumesele/ures. A I'aide d’'un mutant de levures
(Aerg6 accumulant des stérols de structures chimiquigsrelites au niveau de sa membrane
plasmique, nous nous sommes intéressés dans utr@mpgapartie a I'impact de la nature des
stérols sur la survie et la réponse passive destabrane lors de chocs hyperosmotiques. Enfin,
la derniére partie est consacrée a I'étude derléesdes levures lors de déshydratations induites
par le passage d’'un milieu liquide a un milieu ex@riCette partie est importante d’'un point de
vue biotechnologigue mais aussi d'un point de vaogirennemental puisque ce processus
intervient dans les procédés industriels de skatibn par séchage mais aussi dans
I'environnement (alternance de pluie et de soldiB. role de la structure des stérols sera

également étudié dans la résistance a ce typestigdiatation.

1. RECHERCHE DES CONDITIONS DE DESHYDRATATION
CONDUISANT A LA SURVIE OU LA MORT DES LEVURES

Dans cette premiére partie sont présentées desiexges préliminaires dont le but est de
cribler différents parameétres susceptibles de neydal survie de la souche de levures utilisée
dans cette étudeSéccharomyces cerevisid®Y 4742) lors de perturbations hydriques. La
cinétique et I'amplitude de déshydratation sont desix parameétres cruciaux influant sur la
survie des microorganismes lors de perturbatiordridpyes. L'influence de ces parametres
dépend du type et de la souche de microorganisfiesi, ces résultats sont essentiels afin de

définir un champ d’étude et de cibler les manipatet nécessaires pour la compréhension des
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mécanismes impliqués dans la mort ou dans la sutee cellules lors de cycle de

déshydratation/réhydratation.

Trois niveaux de déshydratation ont été étudiésprémier, a 30 MPa, correspond a une
déshydratation modérée. Ce niveau est légeremestisur au seuil d'osmorégulation qui est
proche de 15 MPa chegaccharomyces cerevisiake second, a 166 MPa, correspond a une
déshydratation sévére. Cette amplitude de déshajunat est représentative des conditions
nécessaires a la stabilisation et a la conservai®@nmicroorganismes. Enfin, un niveau
intermédiaire, a 110 MPa, a également été testédésaydratation des levures a été réalisée
selon deux cinétiques : progressive (0,086 MBaos brutale (200 MPa%. La réhydratation a
elle aussi pu étre réalisée progressivement owleraent. Les résultats obtenus sont présentés

dans le Tableau 7.

Tableau 7: Impact de I'amplitude et des cinétiques déshydratation et de réhydratation sur la survie
de la levure. Les levures sont maintenues 60 mincenditions hyperosmotiques (30, 110 ou 166 MPa)
avant réhydratation.

A B c D
Profils de
ginétiques ﬂ m / | s l AN s l ’
Amplitudes
Temps Temps Temps > Temps >
30 MPa 86,0% (3,6) 86,2% (3,9) 88,2% (8,4) 83,5% (2,5)
110 MPa 86,9% (11,6) 67,7% (4,7) 41,7% (12,7) 12,5% (9,1)
166 MPa 78,7% (3,6) 42,6% (3,6) 19,2% (1,1) 0,3% (0,2)

n correspond & la pression osmotique du milieu egti@aire. (A)Déshydratation progressive et réhydratation psgive, (B) déshydratation

progressive et réhydratation brutale, (C) déshwaticat brutale et réhydratation progressive, (Dhgidsatation brutale et réhydratation brutale.
Les taux de survie ont été mesurés par la méthdae aprés réhydratation a 1,4 MPa. Les écarts-tgpéstté calculés a partir de trois
manipulations indépendantes.

Pour le niveau de déshydratation modérée (30 MEs;inétiqgues de déshydratation et
de réhydratation n’ont pas d’influence sur la Vigbicellulaire et le taux de survie des levures
reste a un niveau élevé proche de 85% quelquédespibfil des cinétiques de déshydratation et
de réhydratation utilisé. En revanche, lorsque phimde du traitement est augmentée a 110 et
166 MPa, des différences dans la survie des levameisobservées en fonction des cinétiques de
déshydratation et de réhydratation utilisées. Rme amplitude de 110 MPa, le profil de
traitement conduisant a la survie la plus faible wse déshydratation rapide suivie d’'une

réhydratation rapide (12,5%) alors que la viabilaéplus élevée est obtenue lorsque les deux
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étapes sont réalisées progressivement (86,9%)proéits dans lesquels seulement une des deux
étapes est réalisée progressivement conduiserd aialglités intermédiaires : 67,7% lorsque la
déshydratation est réalisée progressivement efallgrsque la réhydratation est progressive.
Les levures présentent un comportement similairar de traitement de forte amplitude
(166 MPa). La survie est maximale lorsque les dgapes du cycle déshydratation/réhydratation
sont progressives (78,7%) tandis gqu’elle atteirg ualeur minimale de 0,3% lorsqu’elles sont
brutales. Ces résultats indiquent qu'il existe dietedes cinétiques de déshydratation et de
réhydratation sur la viabilité cellulaire pour lesrturbations de fortes amplitudes. Ces résultats
sont accord avec des précédentes études menéabaaatdire (Gervais and Marechal, 1994;
Beney et al., 2000) mais également dans d'autrefpés de recherche (Ragoonanan et al.,
2008). La cinétiqgue n’est cependant pas le sewdmpeire influencant les taux de survie des
levures lors de perturbations hydriques. Pour ofilgrinétique de traitement donné, 'amplitude
de déshydratation influe également sur la viabilitgs levures. Par exemple, lorsque la
déshydratation et la réhydratation sont réalisépsgdement, la survie cellulaire est de 83,5%,
12,5% et de 0,3% respectivement pour des traitesTdn80, 110 et 166 MPa. Ainsi, la perte de
viabilité est d’autant plus grande que l'amplitude déshydratation est importante. Ce
phénomene s’observe également lorsque seule l'ues deux étapes du cycle
déshydratation/réhydratation est rapide. En revantdrsque ces deux étapes sont réalisées
progressivement, le niveau de déshydratation reedfgue faiblement la viabilité cellulaire et les
taux de survie des levures restent a un niveauhprae 80% quelque soit I'amplitude de
déshydratation atteinte. Ces résultats montrenil gu’a un impact de I'amplitude de
déshydratation sur la viabilité des levures lorstpseperturbations hydriques sont réalisées de

maniére brutale.

Les résultats obtenus dans cette partie nous perment de déterminer des conditions
de déshydratation conduisant a la mort ou a la suire des levures. La mort des levures est
associée aux chocs hyperosmotiques de fortes ampdies (110 et 166 MPa) tandis que les
rampes osmotiques a ces mémes niveaux permettensdaux de survie significativement
supérieurs. Dans le cas de perturbations modérée30( MPa), la survie cellulaire n’est pas

affectée par la cinétique et reste a un niveau élév
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2. IMPLICATION DE LA MEMBRANE PLASMIQUE DANS LA
MORT CELLULAIRE LORS DE DESHYDRATATIONS
BRUTALES

Dans cette partie, des manipulations ont été ésdigdans le but de comprendre les
mécanismes membranaires conduisant a la mort desetelors de perturbations brutales. Pour
cela, différents aspects cellulaires ont été étuthiés que l'intégrité de la membrane plasmique,
les variations de volume cellulaire ou bien endarmorphologie des levures au cours de chocs

hyperosmotiques séveres (166 MPa) réalisés avgtydérol.

21. EFFET DU TEMPS DE MAINTIEN DANS L'ETAT DESHYDRATE
APRES UN CHOC HYPEROSMOTIQUE SEVERE SUR LA SURVIE®
LEVURES

Nous avons observé dans le premier chapitre qohot hyperosmotique a 166 MPa
suivi d’'un temps de maintien de 60 min conduit &aux de survie tres faible des levures. Suite
a cette observation, nous nous sommes demandés sidcanismes conduisant a la mort des
levures lors d'un choc hyperosmotique sévere étaimmédiats ou si ces mécanismes se
produisaient au cours du temps de maintien avarghgdratation des levures. Pour cela, nous
avons estimé la viabilité des levures apres diffisséemps de maintien dans I'état déshydraté
apres un choc a 166 MPa (Figure 29).

Lorsque les levures sont réhydratées rapidemeas a4 début du choc hyperosmotique a
166 MPa (temps de maintien de 1 et 2 min), la sut@s levures atteint respectivement 49% et
39% (Figure 29). Lorsque le temps de maintien agimenté a 15 min, la survie des levures
décroit de maniére plus importante pour atteindkéren 3%. Enfin, la survie des levures atteint

0,4% pour un temps de maintien de 60 min.
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Figure 29 : Effet du temps de maintien dans I'étdéshydraté sur la survie des levures aprés un choc
hyperosmotique a 166 MPa. Les levures ont été réhtébs brutalement apres différents temps de

maintien (1, 2, 15 ou 60 min) aprés un choc hyperagique & 166 MPa. Les mesures de viabilité ont
éteé réalisées par UFC.

Ces résultats montrent que le temps de maintieis tétat déshydraté apres un choc
hyperosmotique sévere influe sur la survie desrészuls suggérent également qu’une partie des
cellules meurt rapidement lors d’'une déshydratatiomtale puis qu’une seconde partie des
levures meurt au cours du temps de maintien. Gettende partie augmente avec la durée de
temps de maintien avant réhydratation.

2.2. EVOLUTION DE LA PERMEABILITE MEMBRANAIRE LORS DE
CHOCS HYPEROSMOTIQUES

Les mesures de survie cellulaire par la méthode pé&iGettent d’estimer la survie des
levures aprés un cycle entier comprenant I'étapedédhydratation, le temps de maintien dans
I'état déshydraté mais aussi I'étape de réhydmtaiCependant, cette méthode ne permet pas
d’estimer la part de chacune de ces étapes damsrades levures. La perte d'intégrité de la
membrane plasmique est souvent évoquée comme dauke mort lors de stress hydriques.
Dans notre étude, l'intégrité de la membrane plgamides levures a été estimée a différents
moment du cycle déshydratation/réhydratation afimieux cerner la chronologie de I'évolution
de la perméabilité membranaire. Les résultats oisteseront ensuite mis en regard avec les

viabilités observées lors des chocs hyperosmotigéesres.
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2.2.1. Evolution de la perméabilité membranaire au coulsn dcycle

déshydratation/réhydratation

L'impact des différentes étapes d'un cycle déshwtien/réhydratation a été estimé par
des marquages des levures a I'lP réalisés a ditieraoments de ce cycle (Figure 30).

Sans traitement hydrique, les levures présenteattres faible proportion de cellules
perméabilisées, proche de 2%. Le marquage réaisdapt le choc hyperosmotique a 166 MPa
conduit a une proportion de cellules perméabilisesaviron 46%. Lorsque le marquage est
réalisé 60 min aprés le choc, cette proportiontnges significativement différente de cette
derniere et est proche de 31%. En revanche, lolsguellules sont réhydratées a 1,4 MPa apres
ce maintien de 60 min, la proportion de cellulesygEbilisées augmente jusqu’a 86% (Figure
29).
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Figure 30 : Evolution de la proportion de cellulggerméabilisées (marquées par I'lP) au cours d'un
cycle déshydratation/réhydratation. Les levures @t marquées a différents moments du cycle : avant
la déshydratation (témoin), pendant le choc hyperagtique a 166 MPa, 60 min aprés le choc
hyperosmotique et apres réhydratation brutale a Pa apres le maintien de 60 min dans I'état
déshydraté.

Ces résultats montrent qu’une partie des levure$006) est perméabilisée rapidement
lors du choc hyperosmotique a 166 MPa et que lepsede maintien n'a pas d’effet sur
I'intégrité de la membrane plasmique. Par contétape de réhydratation est a l'origideine
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perméabilisation membranaire supplémentaire guihewenviron 45% des levures qui n’étaient

pas perméabilisées par I'étape de déshydratation.

2.2.2. Lien entre viabilité et intégrité membranaire

L’ensemble des résultats obtenus par I'étude deefanéabilité membranaire au cours
d’un cycle composé d’'une déshydratation en chodesdiune réhydratation permet de conclure
qgue la mort des levures lors de perturbations hyes est associée a une perméabilisation de la
membrane plasmique. En effet, la faible viabilillservée aprés un choc hyperosmotique sévére
est corrélée avec une proportion importante deilesliperméabilisées apres réhydratation. Ces
résultats montrent également que I'étape de déatattbn mais aussi I'étape de réhydratation
sont critiques pour l'intégrité de la membrane piagie. Le temps de maintien apres le choc
hyperosmotique est un paramétre crucial pour liewellulaire. La mise en regard de la
viabilité et de l'intégrité membranaire des levuasle que la diminution de viabilité, croissante
avec le temps, n'est pas liée a une permeéabilisatiembranaire progressive se produisant
pendant le temps de maintien. En effet, bien quéalailité mesurée apres réhydratation diminue
avec le temps de maintien, l'intégrité de la membrplasmique n’évolue pas au cours de ce
temps. Ceci suggere que les levures ne sont pas waretat figé et que des événements
cellulaires se produisent pendant le temps de reaintCes événements conduisent a la
perméabilisation des levures lors de I'étape dgdré@bation. La nature de I'évolution des levures
pendant le temps de maintien dans I'état déshydratt pas connue. Dans les parties suivantes
de ce chapitre, nous allons donc tenter de compedad mécanismes membranaires intervenant
au cours de la déshydratation, du temps de maietiadte la réhydratation afin de cerner les

événements aboutissant a la perméabilisation meraipegors de perturbations hydriques.

2.3. CONTRACTION CELLULAIRE ET EXCES DE SURFACE
MEMBRANAIRE LORS DE LA DESHYDRATATION
2.3.1. Variation du volume cellulaire lors de chocs hysenotiques

Lors de la déshydratation, le transfert d’eau duomgasme des cellules vers

I'’environnement conduit & des variations du voludes levures. Lors de notre étude, les
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variations de volume ont été estimées par des semlg’images réalisées en microscopie
optique. Cette méthode permet de mesurer le votigtimité par la paroi des levures.

Les volumes cellulaires ont tout d’abord été méssiraprés des chocs de différentes
amplitudes jusqu’a 166 MPa (Figure 31). A 30 MRaydlume atteint correspond environ a 62%
du volume initial mesuré a 1,4 MPa. Au-dela deecathplitude, le volume diminue a 50,3% du
volume initial aprées un choc a 70 MPa puis ne vate trés peu pour les amplitudes de
déshydratation supérieures : le volume aprés un aht66 MPa correspond a 51,5% du volume
initial (Figure 31).

Le profil de variation de volume de la souche sgevae divise en deux phases: une
premiére phase correspondant a une décroissanoaajelle du volume cellulaire (entre 1,4 et
30 MPa) suivie d’'une phase ou le volume cellulg@velue plus faiblement pour atteindre un
plateau (entre 70 et 166 MPa). Ce type de profilaegement rapporté dans la bibliographie : la
cellule se comporte comme un osmometre dans urge pla déshydratation modérée pour
atteindre un volume minimum. Ce volume minimumiattéors de traitements hyperosmotiques
séveres, correspond au rapprochement vers le vatytosolique solide et est appelé le volume
non-osmotique (VNO). Dans notre étude, ce volumeexhe de 50% du volume initial. Cette
valeur est en adéquation avec d’autres études mappain VNO compris entre 33% et 49%

pour la levuréSaccharomyces cerevisi@deikle et al., 1988; Schaber et al., 2010).
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Figure 31: Variation du volume cellulaire des lewes en fonction de I'amplitude des chocs
hyperosmotiques.
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2.3.2. Exces de surface membranaire lors de la contragttumique

La membrane plasmique présente un tres faibledawompressibilité latérale (Evans et
al., 1976; Wolfe and Steponkus, 1981). Lors desatians volumiques engendrées par la
déshydratation, il y a donc une augmentation dpagsurface/volume (S/V) de la levure et un
exces de surface membranaire apparait. Dans @atie,mous avons calculé I'excés théorique
de surface membranaire se produisant lors d’'ungaion volumique avec conservation d’'une
forme sphérique des levures.

En assimilant les levures a des spheres de 4,8gquaramétre, nous avons pu calculer une
surface initiale de membrane plasmique en posaypdthése que cette surface est tendue.
Connaissant les variations volumiques induitedgmdifférents niveaux de déshydratation, nous
avons pu calculer la surface de membrane nécegsairecouvrir le volume atteint a chaque
niveau de déshydratation et ainsi déduire la sarfat exces en retranchant cette valeur a la
surface membranaire estimée dans les conditionsiglbgiques. Les différentes informations

sont regroupées dans le Tableau 8.

Tableau 8 : Exces de surface membranaire engendzé |p contraction volumique pour maintenir une
forme sphérique de la levure lors de la déshydratat

Excés de surface
Pression Volume (% du Excés de surface
(% de la surface
osmotique (MPa) volume initial) (um?)
initiale)

1,4 100 0 0

30 62,6 26,8 17,1

70 50,3 36,7 23,4

110 50,1 36,9 23,5

166 51,5 35,8 22,7

Les résultats présentés dans ce tableau montient’excés de surface membranaire

théorique atteint une valeur supérieure au tiergadmurface initiale pour maintenir une forme

sphérique de la levure lors de déshydratationgegve
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2.4. MORPHOLOGIE DE LA MEMBRANE PLASMIQUE LORS D’'UN CHOC
HYPEROSMOTIQUE SEVERE

Compte tenu de la faible compressibilité des memds biologiques, I'exces de surface
membranaire important généré par la diminution diwme cellulaire doit se manifester par des
déformations de la membrane plasmique. Afin d’apgnéler ces déformations, des observations
en microscopie électronique a transmission et emmasiopie confocale ont été réalisées apres
des chocs hyperosmotiques séveres. L'observatiooededéformations pourrait apporter des
éléments de compréhension sur les mécanismes santuh la mort des cellules lors de

déshydratations brutales.

2.4.1. Ultrastructure des levures aprés un choc hyperagoesévere

Les levures ont été observées en microscopie @élegtre a transmission immédiatement
aprés un choc a 110 MPa (Figure 32). Le traiteménipas pu étre réalisé a 166 MPa car la
viscosité élevée de la solution interfere lors defikation des échantillons. Cependant, a
110 MPa, le taux de mortalité cellulaire est impott(82,5%) (Tableau 7) et la contraction
volumique est similaire a celle observée a 166 Nrgure 31). Ceci permet de penser que les
mécanismes aboutissant a la mort des levures sesilries a cette amplitude de déshydratation.

Dans les conditions physiologiques, la membrarasmique des levures présente un
aspect lisse et régulier avec quelques invagingaititume profondeur d’environ 50 nm (Figure 32
A et B). Ces invaginations ont déja été observéddsaoalisées au niveau de microdomaines
membranaires riches en ergostérol (Stradalova.eP@D9). Apres un choc hyperosmotique a
110 MPa, l'aspect de la membrane plasmique estléretudes invaginations, différentes de
celles présentes en conditions physiologiques, s@ibles. Ces invaginations sont plus
profondes £200 nm) que celles des cellules témoins et sosergses au niveau de leur base
(Figure 32 C et D).
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Figure 32: Observation par microscopieélectronique a transmission de l'impact d'un cho
hyperosmotique a 110 MPa sur la morphologie de évure Saccharomyces cerevisiae sauvage.
photographies (A) et (B) correspondent au témoimddes conditions physiologiques (1,4 MPa), (C
(D) correspondent auxevures aprés un choc hyperosmotique a 110 N Les barres d’échelle sol
égales a 500 nm pour (A) et (C), et & 100 nm pdiy ¢t (D)

2.4.2. Observation emicroscopieconfocale de I'évolution de la membre
plasmique au cours du temps de maintien aprés ueoc

hyperosmotiqu

L’effet de chocs hyperosmotiques a 30, 110 et 1&&dbur la membrane plasmique a
observé par microscopie confocale avec un marqoeggebranaire par le FM-64 (Figure 33).
Ces observations ont été réalisées a différentsgempres les chocs hyperosmotic (1, 10 et 60

min) afin d’évaluer I'évolution de la membrane plasmisjaprées les traitemer

75



Résultats et discussi

Témoins
(15 MPa)

Figure 33 : Observabns de I'effet de chocs hypesmotiques a 30, 110 et 166 MPa sur I'évolution
marquage membranaire par le FM-64 au cours du temps. Les observations ont étéiséak 1, 10 ¢
60 min aprés les chocs hyperosmotiqulLes fleches blanches montrent les membranes vaciueta
Barre d’échelle = 5um.

Avant le marquage par le FIV-64, les cellules sont placées a 15 MPa afin depstt
I'internalisation de sondeausé par I'endocytose (voir Matériel et Méthodes, sec3.2.2.) et
qui perturberaitles observations des effets des traiten sur I'évolution du marquac
membranaire. Ainsi, les cellules témoins pour cetmipulation sont des levures placées i
MPa (Figure 33A) et présentent un marquage homogene de la memipEsmique gt
n’évolue pas au cours du terr

Dans le cas d’'un choc hyperosmotique modéré (30)Mpa affecte faiblement |
viabilité, le marquage membranaire est similaire a celui éésles témois (Figure 33 B, C et
D). Dans le cas de chods plus fortes amplitudes (110 et 166 M les images réalisées 1 n
apres les traitements montrent un marquage ste essentiellement membranaFigure 33 E
et H). En revanche, ce marquage évolue au coutsrdps et une internalisation du FM64,
reflétant une internalisatiomembranaire, est observée pendant le temps deiemachns le:
conditions hyperosmotiquesEn effet, des spots de sonde sont observaau niveau
intracellulaire présle la membrane plasmique 10 min apreschocs a 110 et 166 MPFigure
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33 F et 1) puis la sonde est internalisée plusqmdément pour atteindre notamment la vacuole

aprés 60 min de maintien dans les conditions hygmeotiques (Figure 33 G et J).

2.5. DISCUSSION

L'objectif des travaux réalisés dans ce chapittait éde mettre en évidence les
événements membranaires conduisant a la mort desete lors de perturbations hydriques
rapides (chocs). Pour cela, nous avons caractélegst étapes critiques du cycle
déshydratation/réhydratation en estimant l'inté&gmtembranaire a différents moments de ce
cycle. En parallele, nous avons observé les vanativolumiques et les modifications
morphologiques de la membrane plasmique induitedgmchocs sur les levures.

Les mesures d'intégrité membranaire, réalisées iférehts moments du cycle
déshydratation/réhydratation, incluant un chocengpmotique sévére, ont permis d’associer la
mort des levures a une perte d’intégrité de la nmmanmdplasmique qui intervient lors de I'étape
de déshydratation ou lors de la réhydratation. dima choc hyperosmotique de forte amplitude
(166 MPa), la perméabilisation de la membrane plasense produit principalement pendant la
phase de réhydratation bien gu’une partie de lallptipn de levures~32%) est perméabilisée
pendant la déshydratation. Ainsi, les deux étapesydle déshydratation/réhydratation peuvent
étre critiques pour lintégrité de la membrane piggie et donc pour la survie de la levure. Les
événements membranaires conduisant a la permédibitisde la membrane plasmique sont

décrits dans les deux paragraphes suivants et stisémdans la Figure 34.

2.5.1. Perméabilisation membranaire pendant I'étape deydéatation

Lors de la réalisation de chocs hyperosmotiquese iproduit une rapide sortie d’eau
intracellulaire vers le milieu extracellulaire carshnt a I'équilibre entre les pressions
osmotiques interne et externe. Cette sortie d'@auggue la diminution rapide du volume des
levures. Il a été montré que le volume des levyesvait diminuer de 60% en quelques
millisecondes lors de chocs hyperosmotiques (Geraad Beney, 2001). En accord avec ce
résultat, la mesure du volume cellulaire réalisie tle cette étude a révélé que le volume des
levures non perméabilisées atteignait environ 50& wblume initial pour les chocs
hyperosmotiques a 166 MPa (Figure 31). Ceci coraduite augmentation importante du rapport

S/V des cellules et a la déformation de la memb@asmique. En plus des effets mécaniques
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sur la membrane plasmique, les perturbations hgpsrtques de fortes amplitudes influent sur
I'organisation structurale de la membrane. En geffiela été montré que les lipides de la
membrane plasmique des levures subissent unetibande phase (phase liquide désordonnée
vers phase liquide ordonnée) lors de la déshydvataCette transition se produit a partir de
60 MPa chez la levure lors de perturbations osmesgéalisées avec du glycérol (Laroche et
al., 2005) et est connue pour affecter la résigtate la membrane aux forces de cisaillement
(Garcia-Manyes et al., 2005). La conjonction de a®g&nements peut expliquer la
perméabilisation de la membrane plasmique quiviget pendant la phase de déshydratation en

choc a 166 MPa pour une partie de la populatiolevlees.

1,38 MPa 166 MPa

Membrane
plasmique Paroi

B ik g et e
_' - o f el
= Perméabilisation irréversible de
) i . lamembrane plasmique (40%
Déshydratation rapide (<1s) des cellules) —mort cellulaire

Déformations et replis de la
membrane plasmique —
préservation de l'intégrité
s i f cellulaire
o Déshydratation rapide (<1s)

lGO min a 166 MPa

Dissipation de la
contrainte membranaire
parinternalisation de

Préservation de la
viabilité cellulaire

Réhydratation rapide (<15s)

Perméabilisation de la

membranepl_asmique membrane au cours du
—mort cellulaire temps

Figure 34 : Schéma des événements membranaires amaoht a la perte de I'intégrité membranaire de
la souche sauvage de levures lors d’'une déshydrataf 166 MPa réalisée brutalement suivie d’'une
réhydratation rapide.

2.5.2. Perméabilisation membranaire pendant I'étape dgdrétation

La réhydratation est une étape critique pourdgnité de la membrane plasmique apres
un choc a 166 MPa suivi d’'un maintien de 60 minsdiétat déshydraté. Ce phénoméne peut
s’expliquer par le manque de surface membranairelueant a la rupture de la membrane
plasmique lors du gonflement cellulaire causé aaéhydratation. Ainsi, les cellules ne peuvent
retrouver leur volume initial. De précédentes ésudet montré que la surface membranaire de

bactéries pouvait étre réduite par formation deicudss internes apres un traitement
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hyperosmotique (Schwarz and Koch, 1995; Mille et 2002). Aprés un choc a 166 MPa, la
déformation particuliere de la membrane plasmiqgeg lévures conduit a l'internalisation de
membrane pendant le temps de maintien dans lestiomsdhyperosmotiques. L'internalisation
membranaire pourrait étre la cause de la diminud®surface et expliquer la perméabilisation a
la réhydratation qui suit un choc a 166 MPa. Cenagé est confirmé par I'observation d’'une
survie des levures plus importante lorsque le tedepsaintien aprés le choc hyperosmotique est
court. En effet, la diminution de surface de la rbesne plasmique due a l'internalisation
membranaire nécessite du temps. Ceci permettexptiquer la raison pour laguelle les levures
peuvent étre réehydratées sans perdre leur intggritédes temps de maintien courts (1 et 2 min)
(Figure 29).

Les résultats présentés dans ce chapitre ont permifidentifier des mécanismes
membranaires conduisant a la perte d'intégrité de d membrane plasmique lors de
perturbations hydriques brutales. Ces mécanismes Bb principalement basés sur les
contraintes mécaniques que subit la membrane lorsed variations brutales du volume
cellulaire. Ces contraintes sont a l'origine de liternalisation de membrane plasmique
pendant le maintien des cellules dans I'état déshyaté conduisant a une perméabilisation
membranaire lors de la réhydratation. Ainsi, il a é¢ mis en évidence gu'il existe un lien
entre les deux étapes des traitements hydriques &#dratation et rehydratation). Ces
deux étapes transitoires sont critiques pour le matien de lintégrité de la membrane
plasmique. L'ensemble de ces résultats étaye I'hyffeese largement admise que la
membrane plasmique des levures est une structurebbe des perturbations hydriques.
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3. EVOLUTION STRUCTURALE DE LA MEMBRANE PLASMIQUE
EN LIEN AVEC LA SURVIE CELLULAIRE LORS D’UNE
DESHYDRATATION PROGRESSIVE

La cinétique de déshydratation est connue poer @ir parametre influencant la survie
des microorganismes (Gervais and Marechal, 1994e Mt al., 2005b). Cet effet a également
été observé sur la souche de levures utilisée dartsavail puisque les levures déshydratées
progressivement présentent des taux de survie isupgra ceux obtenus lors de traitements
brutaux (Tableau 7). Le lien entre la cinétiquedéshydratation et la survie des cellules n’est
cependant pas encore élucidé et mérite donc didtestigué. Ce chapitre traite de l'effet de la
cinétique de perturbation osmotique sur I'évolutstructurale et morphologique de la membrane
plasmique. Le but est de comprendre le mécanismmeb@ant aux levures de subir des
déshydratations jusqu’a des niveaux séveres toptéservant leur intégrité membranaire. Pour
cela, nous avons réalisé une étude comparative kettiet de traitements brutaux (chocs) et de
traitements progressifs (rampes) sur I'état stmattydéformation, distribution latérale de
microdomaines riches en ergostérol) et fonctior{imgégrité) de la membrane plasmique des
levures. Un schéma hypothétigue des événements rapailes se déroulant lors des

perturbations progressives a été ensuite propose.

3.1. PRESERVATION DE LINTEGRITE MEMBRANAIRE LORS DES
PERTURBATIONS PROGRESSIVES

La premiere manipulation réalisée dans cette @arttonsisté a observer I'évolution de
I'intégrité membranaire de levures au cours d'uclecyydrigue composé d’'une déshydratation
jusqu’a un niveau sévere (166 MPa) suivi d’'un mamidans les conditions hyperosmotiques
puis dune réhydratation rapide jusqu'a 1,4 MPa. UOaéshydratation a été réalisée
progressivement (rampe d’'une vitesse de 0,086 MpPas brutalement (choc d'une vitesse
d’environ 200 MPa$) afin d’observer I'effet de la vitesse de déshyatian sur la perméabilité

membranaire des levures. Les résultats obtenugpsésentés dans la Figure 35.
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Figure 35: Evolution de l'intégrité de la membranelasmique des levures au cours d’'un cycle
composé d’'une déshydratation progressive ou brutal&66 MPa suivie d'une heure de maintien dans
les conditions hyperosmotiques puis d’une réhydtaia brutale a 1,4 MPa. L'intégrité membranaire a
été estimée par des marquages a l'iodure de prapidiréalisés a différents moments du cycle
déshydratation/réhydratation (voir Figure 22).

Pour observer I'évolution de la perméabilité meaniaire induite par le traitement
hyperosmotique (choc ou rampe), l'iodure de prapidi est présent dans la solution
hyperosmotique utilisée pour la déshydratation 'ebskrvation du marquage est réalisée
immédiatement apres la fin du traitement. Aprésatape a 166 MPa, la proportion de cellules
perméabilisées est denviron 10% alors qu'elleiitd5% aprés un choc a cette méme
amplitude. Ce résultat montre qu'une déshydratatioutale déstabilise de maniére plus
importante la membrane plasmique qu'une déshydvatgirogressive. L'effet du temps de
maintien dans les conditions hyperosmotiques apnésrampe ou un choc sur I'évolution de
l'intégrité de la membrane plasmique a égalementpprécié par un marquage 60 min apres la
fin des traitements a 166 MPa. Bien que la proportile cellules perméabilisées diminue
légerement au cours du temps de maintien apréfide, des résultats obtenus ne sont pas
significativement différents de ceux obtenus awemhbrquage réalisé pendant les perturbations.
Ceci suggere que la membrane est déstabilisée pieladahase transitoire de déshydratation et
que son intégrité n'est pas affectée pendant lentieai aprés un choc ou une rampe. La
réhydratation brutale aprés les deux cinétiquedédhydratation engendre une augmentation de
la proportion de cellules perméabilisées jusqu'@ %0 85% respectivement aprés une rampe et
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un choc a 166 MPa. Ceci indique que la réhydratabiatale affecte la membrane plasmi

aprés une rampe ou un choc.

3.2. DEFORMATIONS DE LA MEMBRANE PLASMIQUE

Il a été observé que le volume des levures attepres une rampe ou un cf
hyperosmotiques est le méme pour une amplitudeédbydratation donnée et ainsi, que
cinétique de déshydratation n’influe pas sur ldatem de volume engendrée fle traitement
(Gervais and Marechal, 1994)e par sa faible compressibilité latérake nphembrane plasmiq
devrait donc subir des déformations lors di diminution volumique engendrée par
déshydratation. Afin d’observi'évolution morphologique de la membraxdes observations o
été réalisées en microscopie confocale et en nuicpdsélectroniquea transmissic apres des
rampes hyperosmotique€es obswations seront comparées aakservations réalisé apres

des chocs hyperosmotiques.

3.2.1. Observation en microscopie confoc

1 min 10 min 60 min

C
30 MPa
F
110 MPa
) IV”Da...

Figure 36: Observations de I'effet de ramphyperosmotiques a 30, 110 et 166 MPa sur I'évolatau
marquage membranaire par le FM-64 au cours du temps. Les observations ont étéiséak 1, 10 ¢
60 min apres les chocs hyperosmotiques. Barre dadieh= £ um.
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Apres marquage de la membrane plique par le FM 44, les levures ont été observ
au cours du temps apres des rampes hyperosmotiquiiérentes amplitudeFigure 36).

Aprés ungampe hyperosmotique a 30 MPa, I'aspect du marqonegebranaire n’évolu
pas au cours du temps (Fig@@&A, B et C) et est similaire a celui de cellules oéms [Figure 33
A). Apres des rampes hyperosmotiques de plus fartgditudes (110 et 166 MPa), le marqu
par le FM 464 est moins régulier et des spots de sonde sm@rables sur la membra
plasmique. Ces spots sont observables dés ladinadepes hyperosmoties Figure 36 D et G)
et le marquage n’évolue pas au cours du temps datiem (Figure 36 E, F, H et ).
Contrairement a l'effetas chocs osmotiques réalisés a 110 et 166 IFigure 33), il N’y pas
d’internalisation de membrane plasmique ours du temps de maintien apidéshydratation
progressive a ces faibles niveaux d'hydrate

3.2.2. Observation en microscogélectroniquex transmissic

Afin d’observer plus finement I'évolution de la mbrane plasmique au cours de ram
hyperosmotiques,e$ observations de levures en microscopie élequera transmission ont ¢
réalisées aprés une rampe a 110 MFigure 37. Ces observations montrent que la meme
plasmique forme quelques gros replis se recourbanst la membrane. Ces déformations
tres différentes de celles observées aprés unadatgéme amplituc : les invaginations formée
aprés une rampe sont moins nombreuses mais pliengdes en comrraraison a celles induite

par un choc et elles ne présentent peresserremerdu niveau de leur ba:

Figure 37: Observation en microscopie électronique a transnussdes levures sauvages apres |
rampehyperosmotique jusqu'a 110 MF. La fixation des levures a été réalisée a la fin lderampe. la
barre d’échelle elségale & 500 nm pour (A) et & 100 nm pour |
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3.3. REDISTRIBUTION LATERALE DE PROTEINES MEMBRANAIRES

Nous avons donc pu observer que la cinétique dhydéatation conditionne le type de
déformations induit au niveau de la membrane plaseniors de la contraction volumique des
levures. Une hypothése pouvant expliquer la difféeede comportement membranaire lors
d’'une rampe ou d’'un choc est que la rampe, de patusée (environ 30 min pour atteindre
166 MPa), pourrait permettre une réorganisatiorérddé des composants membranaires
aboutissant a la déformation particuliere de la brame plasmique. Afin de vérifier cette
hypothese, I'effet de la cinétique de déshydratasior la distribution d’'une protéine localisée
dans des microdomaines membranaires a été ob&muécela, nous avons greffé une protéine
fluorescente GFP sur la protéine Sur7 décrite e positionnée exclusivement dans les

microdomaines riches en ergostérol (Grossmann,&2G07).

Relative

nsity

Relati

Figure 38: Impact de la cinétique de déshydratati@n 166 MPa sur la répartition des domaines
membranaires Sur7-GFP de la levure S. cerevisias@iée en microscopie confocale. (A) levures
témoins, (B) levures aprés déshydratation en chod@6 MPa, et (C) levures aprés déshydratation
progressive a 166 MPa. Sur la gauche de la figureupes optiqgues médianes de levures. Sur la droite,
profils représentatifs d'intensité de fluorescenogesurés sur une coupe confocale médiane de levure.
Chaque profil correspond a la levure indiguée paa fleche blanche. Un seuillage moyen a été
appliqué sur les courbes obtenues pour réduire taibprésent dans les données brutes et les courbes
ont été normalisées a la méme valeur maximale. Badféchelle =5 pum.

Dans les conditions physiologiques, I'observateanmicroscopie confocale de coupes

meédianes de levures révele que la protéine Sust pas répartie homogénement sur 'ensemble
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de la membrane plasmique mais est distribuée emodumaines (Figure 38 A) comme
précédemment observé dans d'autres études (Yourad.,e2002; Grossmann et al., 2007).
L’analyse de profils d’'intensité de fluorescencalig®s sur 20 coupes médianes de levures
permet d’estimer un nombre moyen de 11 microdonsapse coupe de levure avec une taille
moyenne d’environ 500 nm (Tableau 9). Cette talie Iégérement supérieure a celle estimée
dans d’autres études300 nm) (Malinska et al., 2003). Cette différenesitpprovenir du seuil
utilisé pour limiter I'observation de la diffusiode fluorescence de la GFP ainsi que du

microscope et des objectifs utilisés.

Aprés un choc hyperosmotique a 166 MPa, la digioh en patches de la protéine Sur7
est toujours observable (Figure 38 B). Le nombrdateaine n’est pas modifié€ mais ces patches
sont cependant Iégérement plus petits (TableaA@Es une rampe hyperosmotique jusqu’a ce
méme niveau de déshydratation, la répartition dte qeotéine est modifiée : la protéine est
localisée dans des domaines membranaires plus ggegnahoins nombreux (Figure 38 C). En
effet, 'analyse des profils d’intensité de fluaesce montre que le nombre moyen de domaine
est réduit a environ 6 avec une taille moyenne,tigiin (Tableau 9). Cette observation suggere
que la déshydratation progressive conduit a ungaédsation latérale de la protéine Sur7 et plus
généralement, a une réorganisation des composamtbranaires qui n’intervient pas lors d’'une

déshydratation brutale.

Tableau 9: Impact de la cinétique de déshydratatian166 MPa sur le nombre et la taille des
microdomaines contenant la protéine Sur7-GFP.

Nombre moyen de domaines observés Taille moyenne des
par coupe médiane de cellule domaines (um)
Témoin 1,4 MPa 11,0 (0,6) 0,56 (0,05)
Choc 166 MPa 11,0 (1,6) 0,49 (0,02)
Rampe 166 MPa 6,3 (0,8) 1,13 (0,24)

Les écarts types ont été calculés a partie desfelion de coupes confocales médianes réalisé@9davures.

La distribution de la protéine Sur7-GFP a égaldnéé étudiée apres réhydratation.
Deux conditions ont été testées : la premiere staisien une réhydratation brutale aprés une
déshydratation brutale et la seconde en une désiayidin progressive suivie d'une réhydratation

progressive. Ces conditions ont été choisies cardmiére conduit a viabilité tres faible tandis
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que la seconde aboutit a un taux de survie imporédansi, la comparaison de I'évolution de la
répartition de la protéine Sur7 entre un cycle cisaht & la mort et un a la survie des cellules

sera possible. Les résultats sont présentés daiguee 39.

Figure 39: Observation de la répartition de fluoresnce de la protéine Sur7-GFP apres réhydratation.
(A) et (B) correspondent a des levures ayant subialnoc a 166 MPa suivi d’'un maintien de 60 min a
cette amplitude avant d’'étre réhydratées brutalermari,4 MPa. (C) et (D) correspondent a des levures
ayant subi une rampe a 166 MPa suivie d'un maintiele 60 min a cette amplitude avant d'étre
réhydratées progressivement. (A) et (C) ont étéeobes juste aprés réhydratation tandis que (B) et
(D) ont été observées 90 min aprés retour a 1,4 MParre d’échelle =5 pm.

Apres le choc hyperosmotique a 166 MPa suivi duégdratation brutale a 1,4 MPa, la
protéine Sur7 perd sa localisation purement menaim@anpour étre observable au niveau
cytosolique. Ce marquage n’évolue pas au coursethpg. Cette localisation aberrante de la
protéine pourrait étre le reflet de la lyse desites qui intervient lors de la réhydratation apres
une déshydratation en choc. Aprés la réhydratgii@myressive réalisée apres une rampe de
déshydratation jusqu'a 166 MPa, la protéine SurPGEste localisée dans la membrane
plasmique mais ne retrouve pas immédiatement lailditon de la protéine observée sur les
cellules témoins a I'état physiologique. Juste sipeeréhydratation en rampe, la protéine est
présente dans de larges domaines mais retrouvdistnbution équivalente a celle des cellules
témoins au cours du temps. Ce résultat suggeréagegormation des microdomaines intervient
apres la réhydratation et nécessite du temps. loam@me n’est pas élucidé mais une hypothése
possible serait que des phénomenes actifs poutrr@ienimpliqués dans la reformation de ces
domaines. Des investigations complémentaires déetom menées afin de mieux comprendre ce

mécanisme.
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3.4. DISCUSSION

Dans ce chapitre de la thése, nous avons cherchfmprendre comment la cinétique de
déshydratation pouvait influer sur la survie ddehaure lors de traitements hydriques séveres.
Les manipulations ont porté sur I'évolution de lambrane plasmique lors de déshydratations
réalisées en rampe. Ces résultats ont été compae@sx obtenus lors de chocs hydriques Iétaux
afin de comprendre comment l'intégrité de la memerplasmique est préservée au cours d’'une
déshydratation progressive.

Dans le cas des chocs hyperosmotiques, une desscengjeures de la perméabilisation
de la membrane plasmique est la diminution de senfaembranaire, causée par I'internalisation
de membrane, conduisant a la lyse des cellules derda réhydratation. Les observations
réalisées en microscopie confocale ont montré gumitface membranaire est maintenue apres
une rampe hyperosmotique. Ce maintien de la surfegenet d’expliquer le maintien de
l'intégrité de la membrane lors de la réhydratatpnes une rampe (Figure 40). La cinétique de
réhydratation est également un parametre cruciabpa la viabilité est également dépendante
de la vitesse de réhydratation. La réhydratatimgm@ssive permet d’obtenir des taux de survie
plus important que la réhydratation brutale. Aitesiretour a une membrane tendue a partir de la
membrane présentant des replis se réalise de raapémale lorsque la réhydratation, et donc
le retour au volume initial, sont progressifs.

Contrairement aux petits replis étroits obsera#s tles chocs hyperosmotiques (Figure
32), la déformation particuliéere de la membranesmplgue en larges replis au cours de
traitements progressifs (Figure 37) permet une miton du volume des levures sans perte de
surface. La déformation différente de la membramgm®duisant pendant les rampes pourrait
trouver son origine dans la réorganisation latédake composants membranaires. Cet événement
a été mis en évidence dans notre étude par latnbdion de la protéine Sur7-GFP qui
n’intervient seulement que dans le cas des rampgesrtsmotiques (Figure 38). Lors de
perturbations hyperosmotiques, les lipides memlmasmasubissent des transitions de phases
d’'une phase liquide désordonnée vers une phaseldiqardonnée. Cette transition se déroule
entre 60 MPa et 130 MPa chez la levure lors deugmtions osmotiques réalisées avec du
glycérol (Laroche et al., 2001). La transition pesgive entre ces deux états structuraux pourrait
expliquer une réorganisation latérale de I'ensendds composants membranaires lors de
phénomeéne de séparation de phase et donc étrause ces déformations de la membrane
observées lors de la rampe hyperosmotique.
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Figure 40 : Schéma des événements membranaires a@aht au maintien de I'intégrité membranaire
lors d’'une déshydratation a 166 MPa réalisée proggazement.

L'étude réalisée dans cette partie de notre travainontre pour la premiére fois que
la cinétigue d’'une perturbation conditionne [I'évoluion structurale de la membrane
plasmique. Dans le cas des déshydratations progresss, la réorganisation latérale des
composants membranaires permet d’aboutir a des défmations particulieres de la

membrane plasmique associées a un maintien de larface membranaire. Ces événements

14

sont a I'origine du maintien de I'intégrité de la nembrane plasmique et de I'effet bénéfique

des cinétiques progressives de déshydratation sur $urvie des levures.
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4. LIEN ENTRE RESISTANCE AU STRESS HYPEROSMOTIQUE ET
NATURE DES STEROLS MEMBRANAIRES

La composition lipidiqgue de la membrane plasmigsieun facteur pouvant influencer la
tolérance et la résistance des levures aux pettonisaenvironnementales : par exemple, la
nature des phospholipides polaires module la e¢gista différents stress tels que la congélation,
la présence d’éthanol ou bien encore le froid (@tland Rose, 1982; You et al.,, 2003;
Rodriguez-Vargas et al., 2007). Ce lien entre matles phospholipides et résistance est d0 a
I'impact des phospholipides sur les propriétés mlues de la membrane plasmique. Les stérols
sont les lipides majoritaires des membranes eutzs\at I'une de leur fonction est de stabiliser
la membrane plasmique lors de perturbations env@orentales. Pourtant, peu d’études se sont
intéressées a I'impact de la nature des stérollagésistance aux perturbations hydriques. Dans
ce chapitre, nous avons étudié I'effet de la nates stérols membranaires sur la survie des
levures lors d'un stress hyperosmotique. Chezvarée le stérol principalement accumulé est
I'ergostérol. Afin de pouvoir estimer I'impact da Inature des stérols sur la survie a la
déshydratation, nous avons comparé la résistantz striche sauvage de levure avec le mutant
Aerg6. Ce mutant accumule principalement deux autresistque celui présent chez la souche
sauvage : le zymostérol et le cholesta-5, 7, 2hli (Zinser et al., 1993; Munn et al., 1999).

4.1. IMPACT DE LA NATURE DES STEROLS SUR LA RESISTANCEUX
CHOCS HYPEROSMOTIQUES

La déshydratation des souches de levures sauvageuteinte Aergb a été réalisée
rapidement (chocs hyperosmotiques) grace a de@winaires d’eau-glycérol jusqu’a 30 ou
166 MPa. Les résultats concernant les taux de esusbienus pour les deux souches sont

consignés dans le Tableau 10.
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Tableau 10 : Effet de la mutatioderg6 sur la survie de S. cerevisiae lors de déshtations brutales.

Wild Type dergb6
1,4 MPa 100% 100%
30 MPa 83,50% (2,5) 3,3% (1,6)
166 MPa 0,35% (0,18) 0,011% (0,003)

Apres une déshydratation en choc jusqu’a 30 MRasouche mutante présente une
viabilité de 3,3% tandis que la souche sauvageervasune viabilité importante de I'ordre de
80%. Pour les chocs séveres (166 MPa), la surnagdederes est faible et les valeurs de viabilité
obtenues sont de 0,35% et de 0,011% respectivgrnania souche sauvage et la sousbeg6.

Bien que ces taux de survie soient faibles pourdiEsx souches, la souche sauvage est de
nouveau plus résistante que la souche mutanteréSeltats suggerent donc qu’'une mutation au
niveau d’'une protéine impliquée dans la voie deyithése de I'ergostérol influe sur la viabilité
de la levure lors d’'un choc hyperosmotique. Cettesibilité de la souche mutante s’observe

méme a 30 MPa qui correspond a un niveau modédéste/dratation.

L’hypothese la plus probable pour expliquer I'hsgamnsibilité de la souch&erg6 est la
modification des propriétés de la membrane plasen@@usée par le changement de la nature des
stérols membranaires. Cependant, afin de vérifier cette hypersensibilité n’est pas un effet
secondaire de la mutation, nous avons regardénstporation d’ergostérol dans la souche
mutante permettait de retrouver une sensibilitémabe lors de chocs hyperosmotiques jusqu’a
30 MPa (Figure 41). Avec une supplémentation duemnien ergostérol lors de la croissance
aérobie des levures, les taux de survie ne sontpdsiés et sont respectivement de 80% et de
3% pour la souche sauvage et la souche mutanteésidtat s’explique par le phénoméne
d’exclusion des stérols en aérobie (« aerobic k&xolusion ») : en condition de croissance
aérobie, les levures synthétisent des stérolsimtarporent pas de stérols exogénes (Lorenz and
Parks, 1991). En revanche, la croissance des lewameanaérobie permet l'incorporation de
stérols exogénes dans les cellules car les lewsorsincapables de les fabriquer en absence
d’oxygene et deviennent auxotrophes pour ces migig@clApres croissance anaérobie en
présence d’ergostérol dans le milieu de cultur® (@), la viabilité des souches sauvages et
mutantes sont proches de 66% aprés le choc a 30 MPa
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Figure 41 : Effet de la supplémentation du milieuneergostérol lors de la croissance des levures
(aérobie ou anaérobie) sur leur résistance a un choyperosmotique a 30 MPa.

Afin de vérifier que l'effet observé sur la viatél est bien la conséquence de
I'incorporation d’ergostérol dans les levures, n@aw®ns réalisé des analyses qualitatives et
guantitatives des stérols libres cellulaires (Fegd).

En condition de croissance aérobie, la soucheagguaccumule majoritairement de
I'ergostérol et quelques uns de ses précurseurguentités mineures (squaléne, lanostérol,
zymostérol, and ergosta-5,7) alors que la souarg6 accumule principalement du zymostérol
et du cholesta-5, 7, 24-trienol (Figure 42), enoad@vec de précédentes études (Munn et al.,
1999) (Figure 20). Par contre, lors de croissamegi@bie en présence d’ergostérol, les profils
de composition en stérols deviennent tres simgapeur les deux souches : elles accumulent
majoritairement de I'ergostérol a un niveau prodkeecelui observé pour la souche sauvage en
condition aérobie. Une accumulation de squalenedgesdement observée pour les deux souches
en anaeérobie. Ce résultat n’est pas surprenartépaixydation du squaléne, qui est I'étape de
transformation du squaléne dans la voie de bioggetite I'ergostérol, nécessite de I'oxygene
(Jahnke and Klein, 1983). Ces résultats réveleatlguésistance aux chocs hyperosmotiques est
liée a la présence d’ergostérol cellulaire puidgsdevures qui poussent dans des conditions leur
permettant d’accumuler de l'ergostérol (anaérolmarperg6; aérobie et anaérobie pour la

souche sauvage) sont résistantes a un choc hypatiqema 30 MPa.
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Figure 42 : Composition en stérols des levures sayms ederg6 en fonction des conditions de culture.
Aprés une extraction des lipides, les quantités stérols sont déterminées par chromatographie en
phase gazeuse et en utilisant le cholestérol constamdard d’identification et de quantification. Les
stérols sont présents le long de I'axe des abssigsefonction de leur ordre d’'apparition dans laieo
de biosynthése de I'ergostérol, a I'exception dwldsta-5, 7, 24-trienol. Ce stérol, qui a une stiuie
proche de I'ergostérol, est un sous-produit accuaglans la souchderg6.

L’ensemble de ces résultats suggere que la résestde la levure aux perturbations
osmotiques est directement liée a la nature deslstét que I'ergostérol est une molécule clé

dans la survie aux traitements hydriques.

4.2. EVOLUTION DE L'INTEGRITE DE LA MEMBRANE PLASMIQUE AU
COURS DE CYCLES DESHYDRATATION/REHYDRATATION

4.2.1. Etape de déshydratation

L'impact de I'étape de déshydratation a été estpmé la mesure de la perméabilité
membranaire aprés des chocs hyperosmotiques dé#e3 MPa a 166 MPa (Figure 43).

Sans traitement hydrique, les deux souches prégentee trés faible proportion de
cellules perméabilisées proche de 2%. Concernatduehe sauvage, les chocs hyperosmotiques
de 30 et 70 MPa affectent faiblement I'intégrité nmibeanaire. Au-dela de cette plage de
déshydratation, la proportion de cellules perméagks augmente pour atteindre environ 26% et
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32% pour les traitements de 110 et 166 MPa, reispeaent. L’évolution de la perméabilité de
la soucheAerg6 en fonction de I'amplitude de déshydratation affeiknte : le nombre de
cellules ayant perdu leur intégrité augmente ageateau de déshydratation pour atteindre des
proportions de cellules perméabilisées tres imptega Par exemple, le taux de cellules

perméabilisées est supérieur a 90% apreés chocdgmpetique a 166 MPa.
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Figure 43 : Proportion de cellules perméabilisées ®nction de I'amplitude du choc hyperosmotique
pour les souches de levures sauvagdetgs6.

La forte perméabilisation de la souckerg6 lors de traitements séveres, en comparaison
avec celle de la souche sauvage, permet d’expliguiible survie observée pour cette souche
pour un traitement a 166 MPa. Ainsi, I'étape dehgidsatation est critique pour le maintien de
I'intégrité membranaire et la survie de la soudleeg6 lors des chocs de fortes amplitudes. En
revanche, les taux de perméabilisation induitslpatéshydratation a 30 MPa pour la souche
Aergb n'expliquent pas la faible survie de cette soughbe est de 3,3% pour ce traitement
(Tableau 10). Nous pouvons donc exclure que laecausfaible taux de survie de la souche
mutante pour les chocs de 30 MPa est directembéé i@ une perte d’intégrité membranaire se

produisant pendant I'étape de déshydratation.
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4.2.2. Etape de réhydratation

Les mesures de viabilité des levures sont réalisgeés un cycle comprenant la
déshydratation puis une étape de réhydratatiom A& corréler la viabilité aprés un choc a
30 MPa avec lintégritt membranaire, la perméabilite la membrane plasmique a donc
également été mesurée apres un choc a 30 MPadduné réhydratation a 1,4 MPa. Différents
niveaux de réhydratation ont été testés a partied&es traitées préalablement par un choc a 30
MPa (Figure 44).

100 -

B Wild Type .|-
O Aergb 1

80 -

|

——

20 -

Proportion de cellules perméabilisées (%)

I ) e Ea 1

Sans réhydratation Réhydratationa Réhydratationa Réhydratationa7 Réhydratationa
(30 MPa) 22,5 MPa 14,5 MPa MPa 1,4 MPa

Figure 44 : Impact de I'amplitude de réhydratatiosur la permeéabilité membranaire des levures
sauvages etlerg6 aprés un choc hyperosmotique a 30 MPa.

Apres un choc a 30 MPa, les levures de la soughreage et de la soucierg6 ont été
réhydratées a différents niveaux : 22,5 MPa ; M= ; 7MPa ou 1,4 MPa qui correspond a une
réhydratation totale (Figure 44). Concernant lackeusauvage, I'amplitude de réhydratation a
partir de ce choc modéré a peu d’effet sur I'intégmembranaire et la perméabilité des levures
n'‘est pas affectée par la réhydratation. Apresélaydratation avec la plus forte amplitude
(1,4 MPa) par rapport a I'état déshydraté, la pridpo de cellules perméabilisées est inférieure a
10%. Dans le cas de la souche mutante, la propodocellules perméabilisées augmente avec

le niveau de réhydratation : elle passe de 7%alerment apres le choc a 30 MPa, a 38%, 53%,
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72% et 89% respectivement pour les niveaux de rékstibn croissants allant jusqu'a 1,4 M
Ce résultat suggemue I'étape de réhydratation estique pour l'intégrité membranaire de
soucheAerg6aprés un choc a une amplitude mod (30 MPa).

4.3. CAUSES DE LA PERMEAILISATION MEMBRANAIRE LORS DES
CHOCS MODERES A 30 IPA

4.3.1. Variation du volume lors de cycle de déshydratdtédrydratatio

Les mécanismesle permeéabilisation membranaire peuvent trouver tAause dan
I’évolution du rapport S/V lors de chocs hyperosiopogs. Nous avongéalise une comparaison
des volumes cellulaires atteints par les souches/age etAerg6 au cours de choc
hyperosmotique de différentes amplituc jusqu’a 30 MPalL’'impact du niveau de réhydratatis
aprés un choc hyperosmotiga 30 MPasur le volume cellulaire a également été étuLe
volume des levures depuches sauvage &erg6a été mesuré apres un choc a 30 Mfivi de
réhydratations a différentsiveaux Figure 41) et est comparé au volume atteint a ces mé

niveaux lors de la déshydrataticFigure 45A).

(A) (B)
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T 90 - T - 90 £
v ‘v
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3 3
S 70 - - 70 8
3 3
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Pression osmotique (MPa) Pression osmotique (MPa)

Figure 45: Variation du volume cellulaire en fonction de lfaplitude de déshydratation (A) et e
fonction de I'amplitude de réhydratation apres umac a 30 MPa (B

Sur une plage de déshydratation allant jusqu’a 3aM’analyse des variations
volumes en fonction du niveau de choc hyperosmerévelequ’il n’y a pas e différence entre
les deux souches et que la majorité de la variatimomique estaccomplic sur une plage
comprise entre 1,4 et 15 MPRaigure45A). Lors de la réhydratatiagui sui un choc a 30 MPa,
le volume cellulaire de la souche sauvage retroege mémes valeL, pour une pressic

osmotique donnéegue les volumes mesurés lors de la déshydratatidiguant ainsi un
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variation volumique totalement réversible pour €stbuche. En revanche, concernant la souche
Aerg6, les volumes observés a la déshydratation etréhlgdratation ne sont pas identiques. En
effet, la réhydratation a 1,4 MPa conduit a un radunférieur au niveau volumique initial. Ceci
s’explique par la perméabilisation de la membraf@smique qui se produit lors de la
réhydratation pour la souche mutante (Figure 44).ripture de la membrane plasmique ne
permet plus les phénoménes d’osmose et donc, likegmnt de la cellule jusqu’a son niveau

initial.

4.3.2. Morphologie des levures mutantes aprés un choc rogp®tique

modéré

Dans cette partie, nous nous sommes attacheés @rexdne les mécanismes conduisant a
la perméabilisation des levur@srgb se produisant lors de la réhydratation apres wt éh
30 MPa. Une des hypothéses serait qu’'un choc mquésse engendrer une diminution de la
surface membranaire de la souche mutante condusiantyse de la levure lors de I'expansion
volumique causée par la réhydratation, comme lété observé pour la souche sauvage pour
les chocs de fortes amplitudes. Nous avons pour régllisé des observations en microscopie
confocale et en microscopie électronique afin dmualiser I'évolution morphologique de la

souche mutante lors de chocs a 30 MPa et de laaremavec celle de la souche sauvage.

4.3.2.1. Observation en microscopie confocale

Les observations en microscopie confocale de lacts® sauvage aprés un choc
hyperosmotique sévere (166 MPa) ont permis de hggmaine perte de surface membranaire par
internalisation de membrane plasmique au coursethps. Nous avons donc utilisé ce méme
protocole afin de savoir si ce méme phénomeneaujiors d’'un choc a 30 MPa sur la souche
mutante.

Le marquage au FM 4-64 des cellules témoins daeg deuches se manifeste par une
fluorescence homogene de la membrane plasmiqueuré-ig6). Juste apres un choc
hyperosmotique a 30 MPa, les levures des deux ssugtésentent un marquage qui reste au
niveau de la membrane plasmique mais des amasiokedtence sont observables au niveau
cette membrane. Ces spots de fluorescence poureespondre a des replis membranaires.

Le temps de maintien dans |'état déshydraté n'a ¢iaffet sur le marquage et aucune
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internalisation de membrane n’est observée pourdEsx souches. Ainsi, ce n’est pas
phénomeéne d’internalisatiole membrane qui peut expliquer la lyse a la réhgtiom de le
souche mutante aprés un choc a 30 |

Téemoir Choc 30 MPi
1 min 60 mir

Figure 46 : Observation confocale de I'évolution du marquage m@ranaire au FM 464 aprés un
choc a 30 MPa sur les soucheauvag: et4erg6. Les levures orété observées juste apres le traiterr
ou apres 60 min de maintien a 30 MF

Wild Type

dergb

Nous avons également observeévolution de la distribution de la protéine membies
Sur7GFP, présente dans les domaines MCC riches enlsstéao cours d'un cycl

déshydratation/réhydratation sur les deux soucbdswiires Figure 47).

Les cellules témoins des deux souches présentantdigtribution en patches de
protéine SurdsFP au niveau de la membrane plasmique. Néannuatis, répartition est un p
moins nette sur la soucheerg€ que sur la souche sauvage et I'analyse des ima&geterque
cette protéine est également présente au niveayplagmique chez le mutant. Aprés un ¢
hyperosmotique a 30 MPa, les domaines incluantdgme Sur7 sont moins bien délimichez
les deux souches. De plughe: la souche mutante, la présence de la protéine unTiveatr
cytosolique devient clairement visible. Cette otaaBon correspond probablement a 1
augmentation de la concentration en protéines eapae la diminutiorimportantc du volume

cellulaire.
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Wild Tvoe AERG6
Profil surfacique d'intensité Profil surfacique d'intensité
Images confocales de fluorescence Images confocales de fluorescence

Témoin
1,4 MPa

Aprés choc a
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Figure 47 : Evolution de la répartition de la proige Sur7-GFP des souches sauvageterg6 au cours
d'un cycle déshydratation/réhydratation incluant uohoc a 30 MPa. Les levures ont été observées
apres un choc a 30 MPa ou aprés réhydratation a ¥Ra.

hY

Aprés réhydratation a 1,4 MPa, les levures de daclse sauvage retrouvent une
distribution de Sur7-GFP similaire a celle desuteff témoins. En revanche, pour la souche
mutante, la fluorescence de la protéine est praheipent observée au niveau intracellulaire et
n'est plus présente au niveau du contour de laleelCette localisation aberrante de la protéine
peut s’expliquer par la lyse de la membrane quérinént lors de la réhydratation. Cette
observation conforte I'hnypothese d’'une lyse deelaute mutante lors de la réhydratation apres
un choc a 30 MPa.

4.3.2.2. Observation en microscopie €électronique a transiomnss

Afin de comprendre I'hypersensibilité de la sou&@rg6 aux chocs hyperosmotiques,
des observations en microscopie électronique &srrasion ont été réalisées sur la souche

sauvage et la souche mutantrg6 apres un choc hyperosmotique a 30 MPa (Figure 48).
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Figure 48: Observation en microscopie électronique a transsion des levures sauvagederg6é apres
un choc hyperosmotique a 30 MF Les photographies (A) et (B)orrespondent aux levures témoins,
(C) et (D) aux levures mutantegerg6 apes un choc a 30 MPa. Les barres d’échelle sont égal 50(
nm pour (A) et (C), et a 100 nm pour (B) et (

La souche sauvage présente quelques grandes iatragsn de membrane
plasmique avec un aspect plutot lisse de la mersbearire ces replis membranaires.
invaginations sont différentes de celles obserpées les chocs de fortes amplitudes. En e
elles ne sont pas resserrées en leur base etesmnirbéesvers la paroi Figure 48 A et B).
L’'observation de la souche mutante apres un chqeeregmotique a 30 MPa révele
déformation de la membrane plasmique trés ente en comparaison a celle observée po
souche sauvage. En effet, des vésicules externega@plasme sont observables entre la par

la membrane plasmique des levuiFigure 48 C et D).
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4.4. CAUSES DE LA PERMEAILISATION MEMBRANAIRE LORS DES
CHOCSSEVERES A 166 MP.

4.4.1. Variation du volume cellulaire lors déshydrations séveres

Les volumes cellulaires ont été mesureés sur leshesusauvage Aerg6 aprés des chocs
de différentes amplitudes jusqu'a 166 MFFigure 49. Jusqu'a 30 MPa, il n'y a pas
difféerence de comportement entre les deux souchés wlume atteint a 30 Pa correspond

environ a 62% du volume initial mesuré a 1,4 Vv
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Figure 49: Variation du volume cellulaire des levures sauvagt4erg6 en fonction de I'amplitude d
choc hyperosmotique.

Au-dela de cette amplitude, leourbes de volume des deux souches divergent. R
souche sauvage, le volume diminue a environ 50%odlume initial apres un choc a 70 M
puis ne varie plus pour les amplitudes de déshatiloat supérieures. Dans le cas de la so
Aerg6, le volume msuré a 70 MPa atteint 57,4% et réaugmente de neasigmificative pour le
amplitudes de déshydratation supérieures poundtei64,2% aprés un choc a 166 MPa. Po
souche mutante, la réaugmentation du volume celulpour les conditions séveres
déshydratation peut s’expliquer par les forts tax permeéabilisation membranaire obsel
pour de tels traitementBigure 43) : la perte d’intégrité membranairentraine la perte de
réponse osmotique des levures et le volume celtula@vient & un niveau correspondant
volume délimité par la paroi cellula a I'état relaxéEn revanche, les taux de perméabilisa
sont tres faibles chez la souche sauvage. Dansagela paroi est attirée par la membr

plasmique et est contractée lors des fortes dinoinsitdu volume des levur L’attraction de la
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paroi lors de déshydratations séveres engendraugreentation de la tension dans la membrane
plasmique et provoque une contrainte d’étirementigeau de cette membrane. Il a été montré
gu’il y a un impact de la nature des stérols surésistance de la membrane a I'étirement
(Hossack and Rose, 1976). Ceci pourrait expligagedrméabilisation plus importante lors de
I'étape de déshydratation de la souctexg6 par rapport a la souche sauvage dans le cas de

chocs hyperosmotiques séveres.

4.4.2. Comportement de la paroi lors de la contractiomnaue

Dans cette partie, nous allons préciser le compmté de la paroi des levures au cours
d'un cycle déshydratation/réhydratation. Bien gaephroi ne participe pas au phénomene
d’osmose et donc aux variations de volumes indyitegdes perturbations hyperosmotiques, les
mesures de volumes cellulaires réalisées a differermoments du cycle
déshydratation/réhydratation montrent que la pamfiue sur le volume cellulaire observé
lorsque la membrane plasmique est perméabiliségentible donc important de comprendre
I'évolution structurale de la paroi puisqu’elle pénfluer sur le comportement de la membrane

plasmique de par son interaction directe avec elle.

Lors de I'analyse des variations de volume deslseside levures sauvagenerg6, nous
avons pu observer que les deux souches présenig@me comportement volumique lors de
déshydratations sur une plage de pressions osmsticpmprise entre 1,4 et 30 MPa. Au-dela,
leur comportement divergeait et cette différence agsibuable a la perméabilisation de la
membrane plasmique et a la relaxation de la paihilaire. Nous allons donc dans un premier
temps estimer le volume cellulaire délimité pap#aoi lorsque celle-ci se trouve a I'état relaxé
en estimant le volume d’'une cellule perméabilidées mesures de volumes réalisées lors de
notre étude correspondent a un volume moyen emtrelime des cellules intégres et le volume

des cellules perméabilisées. Ainsi, le volume olispeut étre résumé dans I'équation suivante :
Vobs = Pint-Vine + Pperm- Vperm
avecVyps le volume moyen observ¥, le volume moyen d’une cellule integig,em le volume

moyen d’une cellule perméabilisd&,; la proportion de cellules intégresRytmla proportion de

cellules perméabilisées.
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Puisque les deux souches ont le méme comporteosembtique lorsque la membrane
plasmique n’est pas perméabilisée, il semble ra@ble de poser I'hypothése que le volume
d'une cellule intégre pour un niveau de déshydaiationné et le volume d'une cellule
perméabilisée sont les mémes pour les deux souClmmaissant les proportions de cellules
perméabilisées pour les deux souches, nous poudons ainsi poser un systeme a deux

équations avec deux inconnuééy; etVperm pour un niveau de déshydratation donné :

Vobswr = Pint wr-Vine + Pperm WT- V;)erm

Vobs ErGe = Pint ErGe- Vine + Pperm ERG6* V;)erm

Nous avons ensuite résolu ce systeme pour le unigeadéshydratation a 110 MPa. Ce
niveau a été choisi car les proportions de cellpesnéabilisées et de cellules integres sont
approximativement équivalentes ce qui permet derdéber des volumes moyens sur un
nombre de cellules important. En effet, la majodiés cellules sont intégres a 70 MPa tandis que
le niveau de 166 MPa induit une forte proportioncdfiules perméabilisées. Le volume d’une
cellule perméabilisée a ainsi été estimé a 72,736valume d'une cellule en condition
physiologique (1,4 MPa). Ce volume correspond durae délimité par la paroi lorsqu’elle est
dans son état relaxé. Ce résultat est en adéquatien différentes études montrant que des
levures perméabilisées thermiquement ont un volmféeieur au volume caractéristique de I'état
physiologique (Martinez de Maranon et al., 1999y@et al., 2005; Tibayrenc et al., 2010). A
partir du volume d’'une cellule perméabilisée, nawsns ensuite pu estimer le volume pour
chaque niveau de déshydratation d’'une cellule istéan retirant la proportion de cellules

perméabilisées qui intervenait lors de I'observatia volume moyen des levures (Figure 50).
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Figure 50 : Estimation de I'évolution du volume dhe cellule integre lors de chocs hyperosmotiques
croissants jusqu’a 166 MPa.

Le volume délimité par la paroi relaxée nous dote® informations sur I'état de la paroi
au cours des variations volumiques de la levuigalement, dans les conditions physiologiques
(1,4 MPa), la paroi est étirée. Sur la plage déylfsitation allant de 1,4 a 8,5 MPa, I'étirement
de la paroi diminue pour devenir nul lorsque lautevatteint 72,7% du volume initial. En
observant la variation volumique sur cette plabest possible de calculer le module d’élasticité

volumique ¢) de la paroi de levure donné par la relation suw@Zimmermann, 1978) :

—dPV
£=dP.—

avecdP la variation de pression osmotique (MPd)le volume etdV la variation de volume
engendrée par la variation de pression. Dans ettide, le module d’élasticité de la paroi a été
estimé a environ 19 MPa. Cette valeur est en acaeed les résultats obtenus dans une autre
étude publiée récemment qui trouvait un module,ad MPa + 10,4 MPa (Schaber et al., 2010).
Au-dela du seuil de 8,5 MPa et jusqu’a 110 MPapleme délimité par la paroi continue
de décroitre mais avec une pente beaucoup moites e résultat suggére que la paroi est
tractée par la membrane plasmique sous l'effetadéiminution volumique du cytoplasme
causée par la sortie d’eau. Pour des déshydragadiogc une amplitude supérieure a 110 MPa, le
volume évolue trés peu et reste a une valeur prdehd1% du volume initial. Ce volume

minimum atteint lors de traitements hyperosmotigeégeres, proche du volume cytosolique
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solide, est appelé le volume r-osmotique (VNO). La valeur trouvée pour ce volumes Ide
notre étude est en adédion avec d’autres études rapportant un VNO casrgnmire 33% et 49¢

pour la levureSaccharomyces cerevis (Meikle et al., 1988; Schaber et al., 2C.

Afin d’observer I'impact de la déshydratation samhorphologie de la paroi, nous av
réalisé un marquage aalcofluor et obsen les levures en microscopie confoceFigure 51).
L’observation du marquage au calcofluor n'a cepahdsé possible que pour des niveau»
déshydratation modérés allant jusque 30 MPedela, aucune fluorescence de la |i n’était
visible. Ce résultat peut étre le reflet de I'@amtracté de la paroi gpeut exclur la sonde de sa
structure ou bien encore générer des phénomenes de quenphingapprochement d
fluorophores. Cet élémemst une preuve supplémentairee la paroi est dans un état contre
lors des perturbations hydriques séveres. Une éudi deja remarqué une modification
I'état structurale de la paroi lors de perturbaidryperosmotiques en observant une effic:
moins importante des enzymde digestion de la paroi lorsque la levure étaghgdratée
(Morris et al., 1986).

; X
1,4 MPa ++
15 MPa ++
30 MPa +
70 MPa =
110 MPa =
166 MPa =

Figure 51: (A) Observation de la paroi de la levure sauvagé,4 MPa en microscopie confocale api
un marquage au calcofluor. (B) Etat du marquage atalcofluor en fonction de I'amplitude d
déshydratation (++) marquage intense, (+) nrquage faible, (} absence de marquag

Au cours d’observations de levures ayant subi wrt diyperosmotique a 110 MPa
microscopie électronique a transmission, quelqueltules présentaient une paroi romj
(Figure 53. La paroi rompue semble s’étre détendue autoucydaplasme de la levure

confirme un état contracté de cette structuredersontractions volumiques importan
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Figure 52 : Observation en microscopie électronigaeransmission de la paroi rompue d’une levure
aprés un choc hyperosmotique a 110 MPa. Barre d'é&bt =500 nm.

4.5. DISCUSSION

hY

Dans ce chapitre, nous avons cherché a comprdadre&événements membranaires
conduisant a la mort des levures lors de pertwbstirapides pour une souche mutante de
levures dont la composition membranaire en stéesis modifiée. Pour cela, nous avons
caractérisé les étapes critiques du cycle déshatdratréhydratation en estimant l'intégrité
membranaire a différents moments de ce cycle. Eallpke, nous avons observeé les variations
volumiques et les modifications morphologiques aarlembrane plasmique induites par des
chocs sur la souche mutante et la souche sauvdgeutes.

Les mesures d’intégrité membranaire sur les s@ishavage et mutante, réalisées apres
des chocs hyperosmotiques de différentes amplitedespres I'étape de réhydratation, ont
permis de relier la mort de la souckerg6 a une perte d'intégrité de la membrane plasmigiie g
peut intervenir lors de I'étape de déshydratationlars de la réhydratation. Pour les chocs
hyperosmotiques de faibles amplitudes (30 MPantdgrité de la membrane plasmique des
levures de la souche sauvage est préservée alerkagmembrane de la souche mutante est
perméabilisée lors de la réhydratation qui suithiec. Dans le cas de chocs hyperosmotiques de
fortes amplitudes (166 MPa), la perte d'intégritéembranaire intervient pendant la
déshydratation pour la souche mutante. Ainsi, le®uxd étapes du cycle
déshydratation/réhydratation peuvent étre critiquams I'intégrité de la membrane plasmique et

donc pour la survie de la levuterg6. Les résultats obtenus sur la variation du volegikilaire
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lors de la déshydratation et de la réhydrataticgga@ement permis de comprendre I'évolution

structurale de la paroi des levures pendant cesrtrants.

4.5.1. Perméabilisation membranaire pendant I'étape deydéatation

Lors de la réalisation d’'un choc hyperosmotiqliesei produit une rapide sortie d’'eau
intracellulaire vers le milieu extracellulaire camshnt a I'équilibre entre les pressions
osmotiques internes et externes. Cette sortie cs&compagne d’'une diminution du volume
des levures qui s’effectue brutalement dans leleaschocs hyperosmotiques. Il a été montré que
le volume des levures pouvait diminuer de 60% eelgues millisecondes lors de chocs
hyperosmotiques (Gervais and Beney, 2001). En da@eec ce résultat, 'analyse des volumes
cellulaires réalisée lors de notre étude a révékt lg volume des levures non perméabilisées
atteignait environ 41% du volume initial pour lé®cs hyperosmotiques a 166 MPa (Figure 50).
Ceci conduit a une augmentation importante du ndpfdV des cellules. La membrane
plasmique n’étant que tres peu compressible (Egaak, 1976), il y a donc un exces de surface
membranaire important et une déformation de cettetsire est nécessaire pour maintenir une
forme sphérique. De plus, nous avons égalementrnabspie la membrane plasmique des
levures tracte la paroi lors des contractions vadues supérieures a environ 73% du volume
initial. Ceci conduit a des contraintes mécaniqimportantes au niveau de la membrane
plasmique. Ces contraintes sont d’autant plus itaptes que le volume final est faible et donc
que I'amplitude de déshydratation est grande. &l des effets mécaniques sur la membrane
plasmique, les perturbations hyperosmotiques dedoamplitudes influent également sur
I'organisation structurale de la membrane. En gffiela été montré que les lipides de la
membrane plasmique des levures subissent une tibangle phase d'une phase liquide
désordonnée vers une phase liquide ordonnée lora dishydratation. Cette transition se
produit & partir de 60 MPa chez la levure lors deiysbations osmotiques réalisées avec du
glycérol (Laroche et al., 2005) et est connue paftecter la résistance de la membrane aux
forces de cisaillement (Garcia-Manyes et al., 20Q%) conjonction de ces événements peut
expliquer la perméabilisation de la membrane plgamiqui intervient pendant la phase de
déshydratation en choc a 166 MPa pour une partia gepulation de levures sauvages et pour
la majorité des levures mutantasrg6. La différence entre les deux souches de levuees p
s’expliquer par l'influence de la structure desra® sur les propriétés mécaniques de la

membrane. En effet, la nature des stérols infludaa@&sistance de la membrane plasmique a
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I'étirement (Hossack and Rose, 1976). De plus,stésols modulent les transitions de phases
lipidiques difféeremment en fonction de leur struetBarenholz, 2002; Czub and Baginski,
2006).

4.5.2. Perméabilisation membranaire pendant I'étape dgdratation

La réhydratation est une étape critique pourdgnité de la membrane plasmique apres
un choc a 30 MPa pour la souche mutaxgeg6. La perméabilisation de la membrane aprés ce
traitement est croissante avec le niveau de rétatira suggérant que la perte d'intégrité
membranaire est liée au regonflement des levunesécpar I'entrée d’eau dans le cytoplasme.
Ce phénomene peut s’expliquer par un manque deacsurfie la membrane plasmique ne
permettant pas aux cellules de retrouver leur velunitial et qui conduit & la rupture de la
membrane plasmique lors de la réhydratation. Dansak de la souche mutante et pour les
traitements a 30 MPa, la cause de perte de sunfi@eebranaire pourrait étre la formation de
vésicules entre la paroi et la membrane plasmidbes vésicules sont observables en
microscopie électronique (Figure 48). Lors d’'unieyd¥atation rapide, ces vésicules ne peuvent
étre réincorporées dans la membrane et la surfecgbnanaire est alors insuffisante pour que la
levure retrouve son volume initial sans perdre suggrité (Figure 53). La formation de
vésicules extracytoplasmiques lors de la contract@umique, ne se produisant que dans le cas
de la levureAerg6, peut trouver son origine dans linfluence detlacure des stérols sur les
rayons de courbure membranaire. En effet, il avé&étré que les stérols pouvaient induire des
courbures positives ou négatives sur des lipos@nefonction de leur structure (Bacia et al.,
2005).

1,4 MPa 30 MPa 1,4MPa

Membrane
plasmique Paroi

Déshydratation rapide (<1s) Réhydratation rapide (<1s)
S
S

rd

Perméabilisation de la
membrane plasmique
—mort cellulaire

Formation de vésicules
entre paroi et membrane

Figure 53 : Schéma des événements membranaires omaht a la perte de l'intégrité de la membrane
plasmique de la souche mutanterg6 lors d’'une déshydratation & 30 MPa réaliséautalement suivie
d’une réhydratation rapide.
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4.5.3. Evolution structurale de la paroi lors de pertudoat hydriques

La mesure de I'évolution du volume cellulaire,adtip d'observations microscopiques de
la surface cellulaire délimitée par la paroi, aéévque la paroi des levures subit des
modifications structurales lors de perturbationslriques. Ces modifications structurales sont

liées aux variations volumiques des levures et samématisées dans la Figure 54.

| déshydratation >

1,4 MPa 1,6 MPa 8,5 MPa > 8,5 MPa
l/ \\\ \Y
[ 1 — | | — —
\\\ ?
\\__ ”/ -_——

Annulation de la pression
deturgescence

—— Membrane plasmique étirée
Membrane plasmique relachée (al'équilibre)

Membrane plasmique plissée

Paroirelachée (a I'équilibre)

—
mmm = Paroiétirée
[ ]

I Paroicontractée

Figure 54 : Schéma de I'évolution de la structureeda paroi des levures lors de la contraction
volumique induite par la déshydratation.

A I'état physiologique, la paroi des levures amse la membrane plasmique sont étirées
en raison de la pression de turgescence. Lorsdteepression annulée par l'augmentation de la
pression osmotique jusqu'a une valeur de 1,6 MPapdmbrane plasmique est dans un état
relaxé alors que la paroi est toujours dans unétiat. La pression osmotique correspondant a
I'état relaxé d'équilibre de la paroi de la levseesitue a un niveau d'environ 8,5 MPa. A cette
pression, la membrane plasmique se déforme sdiet e la variation importante du volume
cellulaire (73% du volume dans I'état physiologig{ieégure 50). Lors des variations de volumes
induites par des traitements supérieurs a 8,5 NdPaembrane plasmique tracte la paroi grace
aux ancrages existant entre ces deux structudascenduit ainsi dans un état contracté. Ainsi,
ces observations montrent que I'enveloppe desdsvast composée de deux structures aux
propriétés mécaniques différentes qui répondenmedaiere différente lors des variations du

volume cellulaire.
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Les résultats présentés dans ce chapitre montrentug la mutation d’'une protéine
impliguée dans la voie de biosynthése de I'ergost#rconduit a une augmentation de la
sensibilité des levures aux chocs hyperosmotiqués supplémentation en ergostérol lors de
la culture anaérobie de cette souche mutante permele trouver la résistance de la souche

S

sauvage. Ainsi, la composition chimique de la memane, et plus précisément la nature de

D

stérols membranaires, influence la survie des levas a un choc hyperosmotique. L’effet d¢
la nature des stérols sur la résistance des levuresexplique par les modifications des
propriétés meécaniques de la membrane plasmique (iég&ance a I'étirement, déformations)
conduisant a des réponses membranaires différentésrs d’'un choc hyperosmotique. Ces
résultats nous ont également permis de décrire, poda premiéere fois, I'évolution de la
paroi des levures lors de contraintes osmotiques \&&es. lIs ont révélé que la paroi est

étirée en situation physiologique puis contractéets de déshydratations séveres.
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5. ROLE CLE DE L'’ERGOSTEROL DANS LA SURVIE AU
SECHAGE AERIEN

Nous avons vu précédemment que la délétion du gggteentraine chez la levure une
hypersensibilité face aux perturbations hyperosioes et ainsi montrer que la nature des stérols
membranaires, de par leurs effets sur les proprigtécaniques de la membrane plasmique,
affecte la survie lors d’'une déshydratation réalisg@ milieu liquide. Lors d’'un séchage, en plus
des contraintes mécaniques membranaires liéepatad’eau intracellulaire, les levures entrent
en contact avec l'air lorsque I'ensemble de l'eadraeellulaire n’est plus présente. Ce
phénomene intervient dans I'environnement natued kbvures ainsi que dans les procédés
utilisés pour leur conservation sur des périodesopgées. Ce type de déshydratation est
rapporté pour induire des phénomenes d’oxydatiaamment une peroxydation des lipides
membranaires. Dans ce dernier chapitre, nous agdons cherché a observer si la nature des
stérols membranaires influait sur la résistancdelages a un séchage realisé en milieu aérien et
également a comprendre les parametres pouvantaftacsurvie des levures lors de ce type de
déshydratation. Nous avons pour cela travaillé desccing derniers mutants de la voie de
biosynthese de I'ergostérol (Figure 20) et obsézué survie lors de séchages en milieu aérien a
différents niveaux. Chacun de ces mutants accumesestérols de natures différentes. Deux
ambiances gazeuses (air atmosphérique ou azotéjétdstées lors des séchages et les résultats

obtenus ont été mis en regard avec la résistamoetmpie des levures.

5.1. RESISTANCE DES MUTANTS AERG LORS DE SECHAGES A
DIFFERENTS NIVEAUX

La déshydratation en milieu aérien a été realidérs des enceintes hermétiques
contenant des solutions saturées avec différel#safie de maitriser le niveau de déshydratation
des échantillons (voir la section Matériel et M@k, 2.2.1). L'étalement des échantillons en
couches fines sur des lames de verre permet deareahe déshydratation tres rapide proche de
la vitesse de déshydratation obtenue lors de chygmsrosmotiques. La viabilité des levures est
mesurée aprés maintien de 60 min dans I'état déatéyduivi d’'une réhydratation brutale.

Les différentes souches de levures ont été déstiadr a 15, 45, 70 et 166 MPa. Les
viabilités obtenues sont présentées dans la Fifiurées souches sont présentées sur I'axe des

abscisses selon la place de la mutation dans & d®ibiosynthese de I'ergostérol. Ainsi, les

110



Résultats et discussion

souches présentant des stérols avec une structieepde I'ergostérol sont placées sur la droite
de la figure, prés de la souche WT. Les souche®est sur la gauche de la figure sont les
souches dont le stérol majoritaire a une strudloignée de celle de I'ergostérol.

100 -
90 [ Séchage sous air atmosphérique (166 MPa)
[ Séchage sous air atmosphérique (70 MPa)
80 - @ Séchage sous air atmosphérique (45 MPa)
[ Séchage sous air atmosphérique (15 MPa)
70

D
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N
o

Taux de survie (%)
w
o

w
o

N
o
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ergbA erg2A erg3A erg5A ergdl Wild Type

Souches de levures
Figure 55: Survie des différentes souches de laairS. cerevisiae apres des séchages gazeux de
différentes amplitudes sous air atmosphérique. Lés/ures ont été déshydratées rapidement,
maintenues 60 min dans I'état déshydraté puis rétatdes rapidement jusqu'a 1,4 MPa avant de
mesurer les taux de survie par la méthode UFC. lésarts types sont issus de trois manipulations
indépendantes.

Pour les déshydratations sévéres jusqu’a 166 NH3ayiabilités mesurées pour les
différentes souches ne sont pas significativeméiférentes et sont comprise entre 3,7% et
7,1%. En revanche, des différences entre les seus@ observables pour les déshydratations
de plus faibles amplitudes. La souche sauvageaesiuche de levure qui présente les plus forts
taux de survie apres les déshydratations réaljségs’'a 15, 45 et 70 MPa (80%, 67% et 47%,
respectivement) tandis que les souchesg6 Aerg2 et Aerg3 sont fortement affectées et
présentent des viabilités proches de 6%, quelqguéasnplitude du traitement réalisé. Enfin, les
souchesAerg5 et Aerg4 présentent des viabilités intermédiaires avec wmstance plus
importante de la souchteerg4 par rapport a la soucheergs. Ces résultats suggerent donc que la
nature des stérols membranaires influe sur la sutes levures a la déshydratation en milieu

aérien et que I'évolution de la structure des $térers I'ergostérol permet d’augmenter la survie
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des levures lors de ce type de traitement. En, éffesturvie des différentes souches de levures est
graduelle avec I'avancement dans la voie de bibsg® de I'ergostérol.

5.2. RESISTANCE DES MUTANTRAERGLORS D’UN SECHAGE GAZEUX
EN ABSENCE D'OXYGENE

Nous avons également réalisé un séchage aérietiftfgentes souches de levures dans
une ambiance gazeuse ne contenant pas d’'oxygenec®la, les levures ont été déshydratées
dans une enceinte hermétiqgue chargée en azote. d@#esmanipulation, les levures ont été
déshydratées a un niveau seulement. Le niveaui @taisde 45 MPa car il permet d’obtenir des
viabilités qui different en fonction des souchedalaires. Les résultats sont comparés avec ceux
obtenus lors du séchage sous air atmosphériqueréi).
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W Séchage sous azote (aw = 0,72)
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W Séchage sous air ambient (aw = 0,72)
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Figure 56 : Survie des différentes souches de l@siséchées a 45 MPa en présence ou en absence
d’'oxygéne. Les mesures de viabilité ont été réalss@ar UFC aprés maintien des levures dans ['état
déshydraté pendant 60 min suivi d’'une réhydratatioapide jusqu'a 1,4 MPa. Les écarts types sont
issus de trois manipulations indépendantes.

Le séchage jusqu’a 45 MPa réalisé sous azote smed d’'oxygéne suivi d’'un maintien
d'une heure dans [l'état déshydraté conduit a des tde survie apres réhydratation

significativement supérieurs par rapport au séchéglésé sous air atmosphérique quelque soit la

112



Résultats et discussion

souche de levure étudiée. En effet, aprés le mnaite sous azote, les souches sauvage s
présentent une viabilité proche de 80% contre 673l %, respectivement, apres le traitement
dans I'ambiance gazeuse contenant de I'oxygene.sbashesAerg5 et Aerg2 présentent une
viabilité proche de 65% alors que les valeurs aliersous air atmosphérique étaient de 12% et
6%, respectivement. Enfin, les souchesg3 et Aerg6 passent respectivement d’une viabilité de
5% et 2% a 42% et 34%. Ces résultats suggerertayygene présent dans l'air atmosphérique
influe sur la viabilité des différentes soucheslalaires lors d’une déshydratation par séchage.
L’hypothése la plus probable pour expliquer ce ltésuconsiste en une oxydation de la
membrane plasmique lors d’'un séchage en préseonggg#ne. L’'explication de la résistance
variable des différentes souches serait que latstelides stérols membranaires peut influencer
'oxydation de la membrane plasmique. Il est égalemintéressant de remarquer que la
résistance des souches mutantes lors du séchag@zme n’est pas croissante avec I'évolution
de la structure du stérol membranaire comme ced#t at¢ observé apres le séchage sous air
atmosphérique. Ces résultats indiquent que I'oxgdan’est pas le seul événement impliqué
dans la sensibilité des souches mutantes lorsahagé sous air atmosphérique.

5.3. COMPARAISON DE L'EFFET D'UN SECHAGE GAZEUX EN
ABSENCE D'OXYGENE ET D'UNE DESHYDRATATION OSMOTIQUE
SUR LA VIABILITE CELLULAIRE

Nous avons vu dans le paragraphe précédent queédance d’oxygene lors du séchage
entraine une diminution de la viabilité plus impoite que lorsque ce méme traitement est réalisé
sous azote. Cependant, la perte de viabilité obsesur les différentes souches lors du séchage
n'est pas seulement attribuable a la présence géne puisque certaines souches ont tout de
méme des taux de viabilité inférieurs a 50% lorséithage en I'absence d’'oxygéne. Nous avons
eégalement observé dans le chapitre 2 que la ndesestérols membranaires conditionnait la
réponse de la membrane plasmique ainsi que laeslors de chocs hyperosmotiques réalisés
avec du glycérol. Il est donc possible que cestdifices de survie entre les souches lors du
séchage sous azote soient liées a des réponsesraneimds différentes lors la diminution de
volume cellulaire induite par la déshydratation.uPwérifier cette hypothése, nous avons
compare la survie des souches de levures apredéshgdratation par séchage aérien sous azote
a 45 MPa (@=0,70) et apres un choc hyperosmotique réalisé dueblaCl jusqu’a 40 MPa

(ay=0,75) (Figure 57). Le NaCl a été choisi comme tgoldépresseur car il est présent
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initialement dans le tampon dans lequel sont sukpEnles levures avant le séchage en milieu
gazeux et se concentre dans I'espace extracedldaircours du séchage. Le choc osmotique n'a
cependant pu étre réalisé a la méme amplitudeegaédhage car cette amplitude nécessite une
saturation de la solution conduisant a la formatien cristaux de sels qui perturberaient la
manipulation. Nous avons donc réalisé une solutoncentrée de NaCl a la limite de la
saturation a une pression osmotique de 40 MPa.
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Figure 57 : Comparaison de la survie des différesteouches de levures aprés un séchage rapide sous
azote jusqu’'a 45 MPa et aprés un choc hyperosmatiqusqu'a 40 MPa réalisé avec une solution de
NaCl. Les mesures de viabilité ont été réalisées p&xrC aprés maintien de 60 min dans I'état
déshydraté suivi d’'une réhydratation rapide jusquh4 MPa. Les écarts types sont issus de trois
manipulations indépendantes.

Lorsque I'on compare les taux de survie apréséshage sous azote jusqu’a 45 MPa et
aprés un choc hyperosmotique jusqu’a 40 MPa, lSrelntes souches de levures présentent des
viabilités similaires apres les deux traitementss kiabilités sont cependant, pour la plupart des
souches, |égérement supérieures (de maniére nofificitive) pour le séchage sous azote. Ce
résultat peut s’expliquer par la vitesse de déstation qui est plus rapide lors d’'un choc
hyperosmotique que lors du séchage, malgré querteed soit réalisé rapidement. Ce résultat
suggere néanmoins que les mécanismes impliquéslaansrt des souches sensibles lors du
séchage sous azote correspondent principalemess plitnoménes mécaniques similaires a
ceux induits lors de chocs hyperosmotiques. Laatian des taux de viabilité entre les
différentes souches confirment que la nature d@slstmembranaires influe sur la réponse de la
membrane lors la contraction volumique induite [@aidéshydratation et sur la survie de la
levure. La résistance n’est cependant pas gradasdie I'évolution de la voie de biosynthese de
I'ergostérol.
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5.4. RESTAURATION DE LA RESISTANCE DES SOUCHES MUTANTES
LORS D’UNE SUPPLEMENTATION EN ERGOSTEROL

Dans cette derniére partie, nous avons voulu igériue la supplémentation en
ergostérol, par le biais de la culture anaérobi,sduches mutantes sensibles au séchage
permettait de restaurer la résistance aux periorisahydriques (séchage en présence d’oxygene
et stress osmotique). Cette supplémentation aéétisée sur les deux souches mutantes les plus
éloignées de la souche sauvage concernant la woieiadynthese de l'ergostérahgrg6 et
Aerg2). Nous avons également supplémenté la sowh@ge de levures avec du cholestérol,
stérol accumulé par les cellules de mammiferes, @ comparer I'effet du cholestérol et de

I'ergostérol sur la survie des levures aux pertiimba hydriques. Les résultats obtenus sont
présentés dans la Figure 58.
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Figure 58 : Effet de la supplémentation en stérder la survie des souches sauvagtergb etderg2
lors d’'un séchage atmosphérique a 45 MPa et d’'uroctosmotique a 40 MPa réalisé avec une solution
de NacCl. Les mesures de viabilité ont été réalispas UFC aprés maintien des levures 60 min dans

I'état déshydraté suivi d’'une réhydratation rapidesqu’a 1,4 MPa. Les écarts types sont issus déstro
manipulations indépendantes.
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Dans cette figure, les résultats obtenus aprésreuhérobie des souches sauvageg6
et Aerg2 ont été représentés pour rappel afin de mieuxéapprl’effet de la supplémentation en
ergostérol sur ces levures. La supplémentatiorrgustrol lors de la culture conduit a des taux
de viabilité similaires¥ 80%) pour les trois souches apres un choc osneoagd0 MPa et un
séchage jusqu’a 45 MPa en présence d’oxygene. d&b@ssbnt proches, bien que légerement
supérieurs, a ceux obtenus chez la souche sauudtieée en aérobie aprés les mémes
traitements. Ces résultats montrent que I'ergoséstoun composant membranaire essentiel dans
la résistance osmotique des levures mais aussi ldamésistance au séchage en présence
d’oxygene. Concernant la souche sauvage complémenec du cholestérol, elle présente des
viabilités de 41% et 19% aprés le séchage souanaiiant jusqu'a 45 MPa et aprés un choc
osmotique a 40 MPa, respectivement. Ces taux deesswnt tres inférieurs a ceux obtenus lors
de la complémentation avec l'ergostérol, suggégamet la structure de I'ergostérol semble plus
adaptée que celle du cholestérol dans le maingehirdégrité de la membrane plasmique lors

d’une perturbation osmotique et d’un séchage.

5.5. DISCUSSION

Dans des manipulations précédentes, nous avongrénmque la souche sauvage de
levures présentait une résistance plus importaote lg souche mutéderg6 lors de chocs
hyperosmotiques (Tableau 10). Cette différenceédéstance a été attribuée a I'impact de la
structure des stérols sur les propriétés mécanidgiéss membrane et sur la réponse membranaire
lors de perturbations hyperosmotiques brutales.masipulations réalisées dans ce quatrieme
chapitre sur un nombre plus important de mutantsies protéines impliquées dans la voie de
biosynthese de I'ergostérol montrent que la strectdes stérols influence la survie a la
déshydratation lors de perturbations osmotiquess naaissi lors de séchages en ambiance
gazeuse. Cependant, les mécanismes associés a rta de® levures lors d'un stress
hyperosmotique et d’un séchage sous air atmospleéng sont pas identiques car les sensibilités
des différentes souches de levures sont différgraas ces deux types de traitements. La survie
des levures est plus faible lors du séchage soustrabsphérique. En revanche, la réalisation
d’'un séchage sous azote (absence d’oxygene) pdiotdenir un profil de survie des différentes
souches proche de celui obtenu lors d’'un choc logpeotique. L’ensemble de ces observations
suggere que le séchage sous air atmosphériqueitaniducombinaison d’'un stress mécanique

membranaire, mis en évidence par le choc hyperéago®et le séchage sous azote, et d’'un
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stress lié a la présence d’oxygéene pouvant conduii@xydation des lipides. Il est bien connu
qgue I'oxydation des lipides membranaires conduiea dommages importants de la membrane
plasmique (Niki et al., 1991). Dans cette discussitmpact de la structure des stérols sur 'effet
d’'une contrainte membranaire mécanique et sur dakgn lipidigue sera discuté. Enfin, un
paragraphe est dédié a la présentation d’'une nleutgpothese concernant I'évolution des

stérols vers I'ergostérol chez les Fungi.

5.5.1. Effet de la structure des stérols sur les promiétécaniques de la

membrane plasmique

La déshydratation engendre des contraintes impegaau niveau de la membrane
plasmique des levures. Ces contraintes sont ldese part, a la modification du rapport S/V
cellulaire engendrée par la sortie d’eau causadininution du volume cytoplasmique. D’autre
part, 'organisation structurale de la membranemligue est modifiée puisque la structure de la
bicouche lipidique est lyotropique. La combinaist® ces contraintes est a l'origine de la
perméabilisation de la membrane plasmique conduisaria mort des levures lors de
perturbations hydriques. Les taux de survie desamsitde la voie de biosynthese de I'ergostérol
obtenus lors de stress hyperosmotiques et lorgécleage en absence d’oxygeéne en comparaison
avec ceux de la souche sauvage suggéerent que Uaendées stérols affecte la réponse
membranaire lors de la contraction mécanique iadodr la déshydratation. Bien que la nature
des stérols puisse affecter la transition de phpgbque et que cet événement est connu pour
fragiliser la membrane plasmique, ce phénomenesmagi pas d’expliquer les différents taux de
survie des différentes souches lors de déshydratajusqu’a 45 MPa. En effet, cette transition
intervient a partir de 60 MPa chez la levure (Lamcet al., 2005). En revanche, la
déshydratation des levures jusqu'a 45 MPa engende variation de volume cellulaire
importante, a une valeur proche de 50% du volunysiplogique mesuré a 1,4 MPa (Figure 31).
En raison de la faible compressibilité de la memérgplasmique (Evans et al., 1976),
'augmentation du rapport S/V entraine un stresscdmpression latéral aboutissant a la
déformation de la membrane plasmique. Il a été réorsur des vésicules modeles, que la
structure des stérols présents dans une bicoupiteglie influe sur le degré et le sens de
courbure de la bicouche (Bacia et al., 2005). ildesc possible que la compression latérale
membranaire induite lors de déshydratations coedaisdes déformations de la membrane

plasmique différentes selon la nature des stémdsepts dans la membrane. Ces déformations
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peuvent aboutir & une diminution de la surface nrarmdire comme cela a été observé sur la
soucheAergb apres un choc a 30 MPa réalisé avec du glycéigu(& 48). Cette perte de
surface membranaire engendre une perméabilisatida sthembrane au cours de 'augmentation
du volume cellulaire se produisant lors de la réhtation (Figure 44). Pendant la
déshydratation, un autre mécanisme est suscemibleliquer l'influence de la nature des
stérols sur la survie de la levure. Lors de lar@mtion volumique, la membrane plasmique tracte
la paroi cellulaire lorsque le volume cellulaireniiue en dessous d’une valeur proche de 70%
du volume physiologique. Lors de ce phénomenegssstance a I'étirement de la membrane
plasmique est mise a I'épreuve. Il a été montrélgumature des stérols membranaires influe sur
la résistance a I'étirement de la membrane plasmifiossack and Rose, 1976). Ainsi,
I'influence de la nature des stérols sur la résistade la levure a la déshydratation pourrait étre
liée, au moins en partie, a I'impact de la struetde ces composeés sur les propriétés physiques

de la membrane plasmique.

5.5.2. Effet de la structure des stérols sur I'oxydatioes dlipides

membranaires

La comparaison des taux de survie des différesaashes de levures lors d’'un séchage
sous air atmosphérique et en absence d’oxygenerenquée la présence d’oxygene lors de ce
traitement augmente la perte de viabilité des kv fFigure 57). La survie plus élevée lors du
séchage en absence d’'oxygene suggere que la peéderme composé pourrait étre a l'origine
d’'une oxydation de certains composants cellulaites &té montré que le séchage conduit a une
augmentation des espéeces réactives a I'oxygenezaawnintracellulaire et a des phénomenes de
peroxydation lipidique (Garre et al., 2010). La smude cette oxydation n’est cependant pas
encore connue. Cette diminution de la survie Idts1 dséchage en présence d'oxygéne est
d’autant plus importante que la structure des Eénembranaires est éloignée de la structure de
I'ergostérol. Il est donc possible que les stéralsmbranaires puissent jouer un role dans la
résistance a l'oxydation lipidique et que cetteistésce soit dépendante de la structure des
stérols. Une premiére hypothése serait que lelstérgissent comme des antioxydants
membranaires grace a leur capacité a s'oxyder falcilement que les phospholipides. Cette
capacité a s’oxyder dépend de la présence d’'urositdable sur la molécule. L'oxydation de
I'ergostérol est réalisable par la présence debldeudiaisons présentes en position 5-6 et 7-8 de

la molécule (Wiseman, 1993).
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Figure 59 : Etapes finales de la voie de biosynthéte I'ergostérol. Structure des principaux stérols
accumulés par les mutantgerg et la souche sauvage de Saccharomyces cerevisia

Les structures des principaux stérols accumulés tks différentes souches de levures
sont présentées dans la Figure 59. Comme poumkzhscsauvage accumulant majoritairement
I'ergostérol, les soucheserg4 et Aergb accumulent principalement des stérols possédant de
sites d’oxydation. Cette observation pourrait exyypdir la survie supérieure de ces mutants par
rapport aux mutantderg6, Aerg2 et Aerg3 pour lesquels les stérols principalement accusnulé
ne posseédent pas ces sites. Le rdle protecteursiesls contre I'oxydation des lipides
membranaires est également influencé par le posgiment de ces stérols dans la bicouche
lipidique. En effet, il a été montré que le cyclaed8s stérols contenant les doubles liaisons doit
étre ajusté de maniere optimale avec les chairaesdd’ gras des phospholipides pour inhiber la
peroxydation lipidique. Le positionnement du cyBlelépend fortement de la chaine latérale des
stérols (Wiseman, 1993). Ce phénomene pourraiicgig la résistance croissante au séchage en
présence d’'oxygene des souchiesg5, Aerg4 et WT, respectivement. Il a été montré que la
rigidité de la membrane plasmique des différentegises augmente avec leur avancement dans
la voie de biosynthéese de I'ergostérol (Kaur andiBawat, 1999; Abe and Hiraki, 2009). Ainsi,
la souche sauvage accumulant I'ergostérol est lahs dont la membrane est la plus rigide.
Cette rigidité peut étre le reflet d'une cohésiortd entre le cycle B des stérols et les chaines
d’acides gras des phospholipides, expliquant ldleeieffet antioxydant de I'ergostérol. Un
autre mécanisme est susceptible d’étre a l'origiael’'influence de la nature des stérols sur

I'oxydation lipidiqgue. Une hypothése avancée pani&dl Bloch serait que la nature des stérols
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peut influer sur les taux d’insaturations des axiges des phospholipides et que I'ergostérol
pourrait permettre l'accumulation d’'une majoritéadtes gras saturés au niveau des
phospholipides membranaires (Bloch, 1983). Ces eacigras sont moins sensibles aux
phénomenes d’oxydation lipidique ce qui pourraplepuer I'effet de la nature des stérols sur la
résistance a l'oxydation lipidique. Des études cleémentaires devront étre réalisées afin de

mieux comprendre I'effet de la structure des sgésaf I'oxydation des lipides.

5.5.3. Le passage du milieu liquide au milieu aérien : foree motrice

possible pour I'évolution des stérols vers I'ergost chez les Fungi

L’ergostérol est issu d’une voie de biosynthésemexe comportant un grand nombre
d’étapes. Konrad Bloch, qui a recu le Prix NobePdgsiologie ou Médecine en 1964 pour avoir
élucidé la voie de biosyntheése du cholestérol, &tggque le cholestérol et I'ergostérol sont les
résultats de la sélection naturelle pour aboutima fonctionnalité optimale de la membrane
plasmique et que les intermédiaires présents damsvbie de synthése sont des précurseurs de
ces molécules. Cette hypothese, bien que largeadenise, n’a cependant jamais pu étre validée
car la force motrice ayant guidé cette évolutioh e@score inconnue. Une autre question
importante concerne la division de la voie de hitisgse entre les Fungi et les mammiféres. En
effet, ces organismes présentent une voie initaldiosynthese commune jusqu’au lanostérol
qui diverge ensuite vers I'ergostérol pour les Fwetgvers le cholestérol pour les mammiféres
(Galea and Brown, 2009). L'impact de ces deux tygestérols sur les propriétés structurales
des membranes sont proches et le/les facteur(syigine de cette division est/sont a I'heure
actuelle encore inconnu(s).

La synthese des stérols implique la consommatimxydene. En effet, la synthése d’'une
molécule de cholestérol, d’ergostérol et de phgtostrequiert 11, 12 et 11 molécules
d’oxygene, respectivement (Summons et al., 200abBisées a la fin des voies de biosynthése de
ces stérols. L'apparition des premiéres cellulestarmant des stéranes, précurseurs des stérols,
coincide avec l'apparition de I'oxygene sur la €eproduit par les cyanobactéries il y a environ
2,5 milliards d’années (Kump, 2008). A cause deésativité importante, 'oxygene a été trés
néfaste pour la survie des microorganismes anasgrimitifs. Ainsi, I'augmentation de la
concentration en oxygene sur Terre a stimulé ld@wh du métabolisme cellulaire afin de
protéger les organismes des dégats oxydatifs. ypethese récente propose que les stérols

membranaires permettent une protection contre tlaiign cellulaire (Galea and Brown, 2009).
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Deux mécanismes sont évoqués pour réaliser cettegtion. Le premier serait lié au fait que les
stérols membranaires pourraient diminuer la perititgable la membrane plasmique a I'oxygéene
et ainsi limiter I'entrée de ce composé au nivestmacellulaire. Ce premier mécanisme est
appuyé par une étude de Widomskaal qui montre que la perméabilité a I'oxygene de la
membrane diminue lorsque I'on augmente la concemitraen cholestérol (Widomska et al.,
2007). Le second mécanisme correspond a un possibteantioxydant des stérols sur les acides
gras membranaires. Des études réalisées sur deslggsnembranaires modeles ont montré que
les stérols pouvaient réduire la peroxydation Igpie.

L'étude réalisée dans ce chapitre montre que divm de la fin de la voie de
biosynthese de l'ergostérol permet a la levBeecharomyces cerevisiae survivre lors d’'un
passage d’'un milieu liquide a un environnement gaziivi d’'une réhydratation. Lors de ce
traitement, les phénomeénes oxydatifs deviennentoitapts car le retrait de l'eau de
I'environnement cellulaire favorise I'oxydation. Hifet, la concentration en oxygene dissous
dans le milieu liquide est initialement faible atdiffusion de I'oxygene est lente. En revanche,
lorsque I'eau est retirée autour des levures, édisiles sont directement exposées a 'oxygene
atmosphérique. Dans leur milieu naturel (surfac&uwts, sol...), les levures sont soumises a des
fluctuations hydriques importantes de leur enviemment qui dépendent essentiellement des
variations climatiques. Ces perturbations ont pe &tl'origine de la pression de sélection ayant
abouti a I'ergostérol chez la levu& cerevisiaeet plus généralement, chez les Fungi les plus
évolués que sont les Ascomycetes et les Basidiaeg/cEn effet, 'ergostérol est présent dans
ces deux lignées de Fungi vivant sur le milieuestre tandis que les Fungi plus primitifs, tels
gue les Chytridiomycétes, vivant en milieu aquatiguaccumule pas ce stérol (Weete et al.,
2010). Ainsi, les résultats obtenus dans notreegtudntrent, pour la premiere fois et sur des
cellulesin vivo, I'avantage de I'évolution de la voie de synthées stérols vers I'ergostérol pour
les Fungi terrestres. Ces résultats permetteneégalt d’appuyer la théorie de Bloch puisqu’une
force motrice a pu étre décelée pour expliquerdtig finale de la voie de biosynthése de
I'ergostérol.

Les résultats de complémentation en ergostéroleimucholestérol montrent que la
résistance des levures, lors d’'une déshydratateonotique et d’'un séchage aérien, est plus
élevée lorsqu’elles accumulent I'ergostérol plujde le cholestérol. Ce résultat suggere que
I'ergostérol est plus adapté que le cholestérolr pausurvie des cellules lors de traitements
hydriques, que ce soit sur le plan mécanique ouesplan de I'oxydation lipidique. Ce résultat

pourrait étre un premier élément de réponse &gitwei de la division de la voie de biosynthése
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des stérols a partir du lanostérol vers I'ergostéhez les Fungi les plus évolués et vers le
cholestérol chez les mammiferes. En effet, ces iFsomg unicellulaires ou passent au moins par
des stades unicellulaires (spores de Basidiomygesehissant directement les fluctuations
hydriques de I'environnement. En revanche, les mi@nes sont des organismes pluricellulaires
dont 'homéostasie hydrique est régulée, ne sutissénsi pas de maniere directe les
modifications de I'environnement. Ces raisons paient expliquer que les Fungi accumulent un
stérol plus colteux a fabriquer d’'un point de vuergétique que les mammiféres, afin de
protéger leur membrane plasmique directement exp@s& perturbations hydriques et a

I'oxygene atmosphérique.

Les résultats présentés dans ce dernier chapitre mwent que I'évolution de la voie

-

de biosynthése de I'ergostérol permet d’augmentealsurvie des levures a la déshydratatio

lors du passage d’'un milieu liquide a un milieu aéen. La résistance des levures conférée

j8Y)

par I'ergostérol semble liée linfluence de ce stét sur les propriétés mécaniques de |
membrane plasmique mais aussi a un possible réle giecteur contre I'oxydation lipidique.
Les cycles de déshydratation/réhydratation, subisgr la levure dans son environnement
naturel, ont pu étre la force motrice a l'origine e I'évolution de la voie de synthese des
stérols vers l'ergostérol chez les levures, et plugenéralement chez les Fungi les plys

évolués.
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L'objectif principal de cette étude était d’apprndlir la compréhension des mécanismes
impliqués dans la résistance de la levBezcharomyces cerevisiaela déshydratation sévere.
Cet objectif s'intégre dans un des axes du laboeatte Génie des Procédés Microbiologiques et
Alimentaires qui concerne la stabilisation et lans@rvation de cellules d’intérét. Bien que la
levure soit admise comme anhydrobiote, de précédeittides menées au laboratoire ont montré
que la survie de cette levure a des déshydratatentmrtes amplitudes est dépendante de la
cinétique de déshydratation. Ce microorganisme ketdonc particulierement approprié pour
comprendre les mécanismes conduisant a la mortagurvie des cellules lors de perturbations
hydriques. La membrane plasmique, structure &ffate entre le milieu intra et extracellulaire,
était décrite dans la bibliographie comme une givleilégiée des perturbations hydriques. Les
travaux meneés lors de cette étude ont donc étéidésasur les modifications fonctionnelles et
structurales de cet organite lors de la déshydoatagt de la réhydratation. Une attention
particuliere a également été portée a l'influenes stérols membranaires sur la résistance des

levures lors de perturbations hydriques.

Une partie de ce travail a été consacrée a la ggmpsion des effets de la cinétique d’'un
traitement hyperosmotique sur la réponse de la mamatplasmique. Le but était de comprendre
le lien qui existe entre la vitesse de déshyd@iagt la survie des levures. En effet, bien qutil a
été rapporté que les cinétiques progressives deydiegation (rampes) permettent des taux de
survie cellulaire supérieurs aux cinétiques rapi@e®cs), les mécanismes impliqués n’étaient
cependant pas connus. Nous nous sommes donc attaclractériser les modifications

touchant la membrane plasmique lors de chocs eamdpes hyperosmotiques.

Mécanismes a l'origine de la mort des levures beschocs hyperosmotiques séveres

Les mesures de perméabilité de la membrane plasmiomt révélé que I'étape de
déshydratation ainsi que I'étape de réhydratatoor sritiques pour l'intégrité de cette structure.
Une premiére partie de la population de levures mmtméabilisée lors de I'étape de
déshydratation. Cet événement peut étre lié aukaiates importantes que subit la membrane
plasmique lors de la contraction volumique brut&8e.effet, pour les déshydratations de fortes
amplitudes, la membrane plasmique tracte et cormapacparoi cellulaire a laquelle elle est
attachée par de nombreux points d’ancrage. Ce phé&m® est a l'origine d’'un étirement de la

membrane pouvant aboutir a sa rupture. Pendarnips de maintien dans I'état déshydraté
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apres le choc hyperosmotique, les observationsostgopiques ont révelé une internalisation de
membrane conduisant a une diminution de la surfe@m@branaire. Cette perte de surface semble
étre causée par la formation de nombreuses invamgiisamembranaires étroites en leur base qui
favorisent les phénomeénes de vésiculation. Lorsladeeprise de volume induite par la

réhydratation, la surface membranaire est insuffesaet les levures se perméabilisent. Les
résultats obtenus dans cette étude confirmentta iimplication de la membrane plasmique dans
la mort cellulaire lors de déshydratations brutallssconfirment également une hypothese posée
par de précédents travaux realisés au laboratd@ASqui suggérait que des phénomenes de
vésiculation membranaire induits par la déshydi@iattaient impliqués dans la mort cellulaire

lors de stress hydrigues.

Mécanismes membranaires a l'origine de la survies devures lors de rampes

hyperosmotigues

Les rampes hyperosmotiques sont a l'origine de thusurvie des levures supérieurs a
ceux obtenus lors de chocs. Ceci est lié a uneepmason de lintégrité de la membrane
plasmique au cours du cycle déshydratation/réhgtioat lors de perturbations hydriques
progressives. Lors de déshydratations progressigesune internalisation de membrane
plasmique n’est observée. Le maintien de la surfmenbranaire lors de la contraction
volumique des levures est permis grace a quelquesses déformations particuliéres de la
membrane évitant ainsi les phénomeénes de fusionbmagraire. Lors de la réhydratation, les
levures peuvent ainsi retrouver leur volume inits@ns se permeéabiliser. L'origine de ces
déformations particulieres de la membrane plasmiggmble étre liee & une réorganisation
latérale des composants membranaires pendant teaction volumique. Une hypothése pour
expliquer la réorganisation latérale de la membamerait étre la transition de phase lipidique.
Lorsque cette derniere se produit de maniére pssiy@ elle pourrait permettre aux composants
membranaires, notamment les stérols, situés mmitiaht dans des microdomaines structurés en
phase liquide ordonnée, de se disséminer danselidns de la membrane. Ce phénomeéne
pourrait permettre de modifier les propriétés dmé&mbrane plasmique telles que la résistance a
I'étirement ainsi que les courbures locales. Lesiltats obtenus dans cette partie de I'étude
montrent pour la premiére fois que la cinétiquend’yerturbation environnementale gouverne
les modifications structurales de la membrane plasen lls permettent également de proposer
une explication a la résistance plus élevée dehilesl lors de perturbations hydriques

progressives en comparaison a celle observée égperdurbations brutales.
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Une autre partie du travail de thése a consisi@actériser I'impact d’'une modification
de la structure chimique des stérols membranaiueslas réponse passive de la membrane
plasmique ainsi que sur la survie des levuresderdéshydratations osmotiques. Ce travail a été
complété par une étude visant a observer 'impadiadnature des stérols sur la résistance des
levures lors d’une déshydratation par séchage liEndes contraintes mécaniques qu’engendrent
les déshydratations osmotiques, le séchage coadaimise en contact direct des cellules avec
I'oxygene de I'air et est décrit pour induire uney/dation des lipides membranaires. Ces travaux
sur les stérols ont permis de leur attribuer plusieréles importants dans la résistance des

levures a la déshydratation.

Effet de la nature des stérols sur les propriétésaniques de la membrane plasmique

L'étude de la résistance a des chocs hyperosnestigius mutantAerg6 accumulant
majoritairement le zymostérol et le cholesta-5,#r&hol, a montré que cette souche est plus
sensible que la souche sauvage qui accumule paieaignt I'ergostérol. Cette augmentation de
sensibilité est liée aux modifications des proggémécaniques de la membrane plasmique
conduisant a une réponse membranaire différentee das deux souches. Les principales
propriétés membranaires affectées par le changedeestructure des stérols semblent étre la
résistance a I'étirement mais aussi les rayons alebares locaux. Ces deux aspects sont
cruciaux pour la survie des levures lors de la remtion volumique induite par la

déshydratation.

Effet de la nature des stérols sur la résistantexydation induite par le séchage

Dans le cas de déshydratations réalisées parggdea résultats obtenus ont révélé que
la nature de I'ambiance gazeuse est un facteurrianpopour la survie des levures. Le séchage
sous air atmosphérique conduit a des taux de sunfé&xieurs a ceux obtenus lors de
déshydratations osmotiques. En revanche, la réalisd’'un séchage dans une ambiance gazeuse
privée d’'oxygéne (azote) permet de retrouver des d& survie similaires a ceux obtenus lors de
déshydratations osmotiques. Ces résultats confirrgea le séchage sous air atmosphérique
conduit a la combinaison d’un stress hydrique ehdtress oxydant.

Le séchage a été réalisé sur la souche sauvatgvutes ainsi que sur cing mutants
(Aerg) accumulant des stérols de structures différenEs mutants accumulent différents
précurseurs de l'ergostérol et sont considérés mmes « ancétres » de la levure sauvage. La

comparaison de la survie au séchage de ces difSreouches a révélé que la souche sauvage
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présente une résistance plus forte que les mutaatsensibilité des mutants est d’autant plus
grande que l'on s’éloigne de la souche sauvage ia@aum de la voie de biosynthese de
I'ergostérol. La structure de [l'ergostérol semblermpettre une résistance optimale aux
contraintes mécaniques induites par la déshydoatatiais aussi a I'oxydation engendrée par le
contact des cellules avec lair. Ces résultats $estpremiers a relier 'augmentation de la
résistance a une perturbation a I'évolution ded& \de biosynthése de I'ergostérol. lls nous
permettent de proposer une nouvelle hypothése oumue la force motrice ayant guidé

I’évolution de la voie de synthése de cette mokaliez les levures. Dans leur environnement
naturel, les levures sont soumises a des fluchmtiydriques fréquentes (exemple: alternance
de périodes de pluie et de sécheresse). Ainsi,peesirbations hydriques ont pu diriger

I'évolution des stérols dans le réegne des Fungutibsant ainsi a I'ergostérol qui, en plus de
satisfaire 'ensemble des fonctions physiologiquesmet a la levure de résister aux fluctuations

hydriques de son environnement.

Pour conclure ce travail, I'observation et I'étutien microorganisme particulierement
adapté aux environnements instables sur le plamidugl nous a permis de comprendre un
certain nombre de mécanismes déterminant la soelliddaire a des déshydratations séveres. |l a
pu étre montré que l'anhydrobiose de la levureliést a des propriétés particulieres de sa
membrane plasmique. De par l'accumulation d'ergustéa composition chimique de la
membrane plasmique des levures est particuliereradaptée pour résister aux contraintes
volumiques associées aux traitements hydriques Boxgdation pendant le séchage. Ces
connaissances sont utiles a la transposition \egsagplications industrielles, activité essentielle
d'un laboratoire d'ingénierie des proceédes, et pttemt d’envisager l'optimisation de la survie de
cellules au cours des procédés mis en ceuvre paupriéservation dans I'état déshydraté. D’une
part, ces optimisations devront viser a réduiredilainution volumique et les phénomeénes
d’internalisation membranaire associés a la désttgtlon puisque ceux-ci sont a l'origine des
événements conduisant a la perte d’intégrité dendanbrane plasmique. D’autre part, elles
devront également chercher a contrer I'oxydatipidique se produisant pendant le séchage des
cellules. Une solution possible, étudiée dans ¢kése, est la réalisation de séchages sous azote
permettant d’augmenter la survie des cellules.ilisation d’antioxydants pendant le séchage est
également envisageable et fait actuellement |'algatcherches au laboratoire GPMA.
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In this study, we investigated the kinetic and the magnitude of dzhydrations on yeast plasma membrane
{PM]| modifications because this parameter is crucial to cell survival, Functional |permeability) and
structural (morphology, ultrastructure, and distnbution of the protein Sur/-GFP contained in stzrol-rich
memhrane microdomains) PV modifications were investigated by confocal and electron microscopy after
progressive (non-lethal) and rapid (lethal) hyperosmotic perturbations. Rapid cell dehydration induced the
formation of many PM invaginations followzd by membrare intemnalizadon of low stz2rol content PM regions

Keywords: N " oo ) -

Debydraticn kinetic with time. Permeabilization of the plasma membrane occurred during the rehydration stage because of
Cell survival inadequacies ir the membrare surfacz2 and led to czll death. Progressive dehydration conducted to the
Microdomain formation of some big PM pleats without membrane internalization. It also led to the modification of the

distribution of the Sur7-GFP microdomains, sugeesting that a lateral rearrangement of membrane com-
ponents occwred. This event is a function of time and is involved in the particulzr deformations of the PM
during a progressive perturbation. The meintenance of the repartition of the miciodomains during rapid

Confocal microscepy
Electron microscopy

perturbations consclidates this assumption, These findings highlizht that the perturbation kinet

influences

the evolution of the PM arganization ard indicate tha crucial role of PM lateral reorganization in cell survival

to hydric perturbations.

© 2010 Elsevier B.V. All nghts reserved.

1. Introduction

Liquid water is a requirement for life on Carth and is the main
factor of interest for researchers looking for life on other planets.
However, diverse organisms, including tardigrades, nematodes,
yeasrs, and higher and lower plants, can survive in a dehydrated
environment for extended periods. The mechanisms by which cells
sutvive exteme deliydration are iimportant o biological resecrchiand
for stabilizing cells for biotechnolosical zpplications. The long-term
preservation of biological materals is currently based on severe
dehydration of the cellenvironment ( e.g., freezing, drying, and treeze-
drying) [1-3]. Dehydration is nevertheless an abiotic stress that
perturbs cells and threarens survival.

The effects on cells induced by hydric perturbations are mainly a
function of the severity of the Leeatiment, and the magoitude of
the perturhation determines the quantity of water that flows out of
the cells. In the low-amplitude range of dehydration, most micro-
organisms adapt through active metabolic pathways. Osmoregulatory

* Corresponding author, Tel: 433 3 80 396E 63; fax: +33 3 80 39 G5 98,
E-mmail address: laurentbeney@u-bourgozne fr (L Beney).

0005-2736G/% - see front matter & 2010 Clsevier DV, All rights reserved.
doi: 100015/ bbamem.201001.015

pathways encompass active procezsses such as the high-osmolarity
glycerol-siznaling system through which cells monitor and adjust the
internel osmotic pressure and control their shape, turgor, and relative
water content [4], which allow cells to grow in concentrated media.
The maximal osmatic pressure for osmoregulation varies according to
microbial species and is about 15 MPa for the y=ast Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae) |5]. Long-term preservation strategies exceed
Uis lionit and Lypically mvolve osmotc pressures between 150 and
300 MPa corresponding to water activity (a.,) of 0.34 and 0.15, re-
spectively. In this range of extreme dehydration, active cell responses
have never been detected and cell survival is challenged considerably
by the physicochemical constraints induced by the low hydric status.
The structures of macromolecules and macromolecular assemblies are
altered in these conditions [6], and the decrease in the cytoplasmic
spece caused by waler oulllow increases the confinement of intra-
cellular strictures and promotes aggregation phenomena [7].
Among the vitzl structures affected by extreme dehydration, the
plasma membrane is a major target because the phospholipid bilayer
structure results largely from the interaction of the lipids with the
cytoplasmic and extracellular flmds. Dehydration and consequential
osmotic phenomena cause movement of large quantities of water
across the membrane, decreasing cell volume. For example, during
hyperosmotic shock, the volume of yeast 5. cerevisioze can be reduced
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by 60% within a tew milliseconds |8]. This event increases the cell
surface-to-volume ratio (s/v), causing plasma membrane deforma-
tions such as ruffles, wrinkles, and surface roughness [9,10]. The
fluidity and structural arrangement of membrane lipids also changs;
for example, their mobility decrzases and the transition from the
liquid lamellar to gel or hexagonal phases can occur under conditions
of low weter content [11-13]. These phenomena are often mentioned
to explain plasma membrane permeabilization and cell death during
hydric stresses [14-716].

Biological membranes have long been considered to be a fluid
mixture of lipids organized in a homogenous bilayer. However, many
studies reported that the plasma membrane of eukarvotic cells is
highly compartmentalized laterally and that the membrane displays
lipid mictodomains envichied in sterols, sphingolipids, and specilic
raft proteins [17,78]. Lipid microdomains, so-called lipid rafts, are
propased to fanction in several processes including endocytosis and
protein trafficking. The plasma membrane of the yeast 5 cerevisiae
comprises two different nonoverlapping lateral plasma membrane
compartments. The first is occupied by the protein Pmal and is called
MCP {membrane compartment occupied by Pmalp) [19] or RMC P
(raft-based membrane compartment Pj [20]. The second contains
the arginine transporter Canl and is named MCC | membrane com-
partment cccupied by Canlp) or RMC C (raft-based membrane
compartment C). Grossmann et al. [21] have shown that 21 proteins
cluster within or associate with the MCU ergostercl-rich membrane
compartment. In physinlogical conditions, when fused m GFP, these
proteins form a patch at the cell surface. The effect of severe perturba-
tions on the plasma membrane lateral organization has never been
investigated.

Several studies have shown that decreasing the rate of perturba-
tion improves cell survival after extreme dehydration. Such kinetic
ettect was observed during dehydrations performed by drying |22] or
hypernsmaric treatments [13,23] and suggest that the structural
evolution of the membrane depends on the dehydration rate. The
effects of the kinetics concern 2ssentially the rate of osmotic water
transfer and potentially the physical reorganization of cellular struc-
tures during dehydration. In the present study, we endeavored wo
clavily e impact ofthe magnitude and the kinetic of deliydiation oo
plasma membrane reorganization end cell survival. We usad yeast
cells because they experience hydric fluctuations in their natural
environment and are & convenient model to investigate the effect of
hyperosmotic perturbations in eukaryotic organisms. Three dehydra-
tion conditions were chosen: 30 MPa (a.. =0.8), correspanding to a
sublethal level but out of the osmoregulatory range, and 110 MPa
{ty=1045) aud 166 MPa (uy =03}, conesponding w severe deliy-
dration dose to the water status of dried cells. Dehydration was
induced by progressively increasing the concentration of glycerol in
the extracellular solution (slope) or within 2 few milliseconds
(shock). This protocol allowed us to induce severe cell dehydraticn
in a liguid medium, which is convenient for microscopic observations
|24]. Functional and structural investigations of the plasma mem-
brane are nacessary to understand the mechanisms operating during
dehydration perturbation. To this end, we used flucrescence micros-
copy (epifluorescence and confocal to observe modifications of the
yeasl plasing membrave during deliydiation [25]. These modilications
included changes in plasma membrane permeability, Sur/-GFP
(conrained in MCC) repartition, and membhrane delocalization. To
berter understand the effect of dehydration kinetic, we used trans-
mission electron microscopy [TEM) in cases where the kinetics
influenced the fluorescent staining and survival rates. Our results
show that slow perturbations led to the lateral reorganization of the
plesiia membrane, which was associated with the preservation of
plasma membrane integrity, wherzas rapid perturbation did not allow
this phenamencn. We conclude that time is required for membrane
reorganization and that this event is crucial for cell survival in re-
sponse to severe dehydration.

2. Materials and methods
2.1. Yeast strain and culture conditions

S.cerevisiae strainBY 4742 (Euroscarf, Frankfurt, Germany) was used
in this study. Cells were grown aerobically at 25 “C in 250 mL conical
flasks containing 100 mL of Mal: Wickerham modified medium (MW)
[Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). The MW medium
rontained 10 g gluceose, 3 g pancreatic peptone, 3 g yeasr extract, and
1.5 g NaH,PO, in 1 L of water-glycerol, which had an osmotic pressure
of 1.4 MPa. This osmotic pressure has been recommended for the
optimal growth of 5. cerevisiae[ 25]. Asubculture (1 mL) was transferred
intoa conical flask containing MW medium, and cultures were placed on
a tolary shiaker (New Brunswick Scientific, Edison, NY, USA) al 250 tpin
for 24 h and allowed to grow to the early stationary phase. The final
popularion was estimared at about 10% cells ml.—1.

PMasmid amplification was carried out in the Escherichia coli
[E. coli) DH5x host, grown at 37 °C in Luria-Bertani medium sup-
plemented with 100 pg/ mL ampicillin. The 5. cerevisiae transformants
were selected on Yeast Nitrogen Base casa plates (0.67% Difco yeast
nitvogen base withoul amino acids, 0.5% NH,4CL, 1% glucose, 0.1% Dilco
Bacto Casamino acids, and 1.8% agar).

2.2, Yeast transformation

The strain BY4742 was transformed wirh the plasmid ¥Ip211-
SUR7CFP after linearization by Eco521. This plasmid was a generous mit
from W. Tanner [ University of Regensburg, Cell Eiology and Plant Phys-
0logy, Regensburg, Cermany ) and was first transferred into E. coli DH5oc
and selected on Luria-Bertani plates supplemented with ampicillin
(100 pg/ mL). The 5. cerevisioe strain transformation with the linearized
YIp211SURTCFP plasmid was performed by the LiAc method |27].

2.3, Preparation of binory water-glycerol solutions of difforent osmotic
pressures

The solute used in all experiments to perform hyperosmotic
Lreatinents was glycerol (Sigme-Alduicl).

The mass of solute to be added to 1000 g of distilled water to

obtain the desired water activity (a,,) was calculated using the
Merrish equation |28]:
a, — (1-x)e %,
where X. is the molar fraction of the solute and K is the Norrish
coefficient of the solute used to increase the osmotic pressure. For
slycercl, K—1.16 [29]. Csmaotic pressurz (m) is related to the water
activity by the [ollowing equation:

—RTlna,
—

w

where R is the universal gas constant {[mol™' K™ ', T is the tem-
perature (K) and V,, isthe partialmolar volume of water (m? mol ™).
Table 1 presents the quantity of glyczrol used to prepare the solutions
of different osmotic prassures.

Table 1
Mreparation of binary water-glycerol solutions of different osmotic pressures,

Osmotic pressure (MPa) Water activity  Glycerol weight (g) for 1000 g of water

14 09 51
15 ng 513
30 0E 1063
110 045 3086
166 03 5654
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The osmotic pressure of all solutions was checked with a dew-
point vsimomeler (Decagon Devices Inc, Pulliman, WA, USA®.

2.4. Osmotic treatments

Three levels of osmotic treatments were used: modarate (30 MPa),
which is slightly higher than that allowing osmoregulation, and
severes (1 10 and 166 MPa).

Samples (20 ml) of culture were centrifuged (5 min, 2200 =g),
washed twicein the binary water—glycerol mixture (1.4 MPa), and the
pellets were resuspended in 10 mL of the same medium. For rapid
perturbations (shock), 1 mL aliquots of this suspension were placad in
microsample tubes, which were then centrifuged (10 min, 5100 =g’
and the supernztant was removed. Hyperosmotic shock was induced
by quickly introducing 1 mL of a binary water-glycerol solution (final
osmotic pressure of 30, 110, or 165 MPa) to the pellets. For the pro-
gressive perturbations { osmotic slope of 0.086 MPa s~ '), the external
osmotic pressure was increased linearly by slowly adding pure
glycerol o an agitated conical Nask containing e initial cell sus-
pension at 1.4 MPa; the glycerol solution was injected by a syringe
pump (KD Scientific, Boston, MA, USA). The cells were maintained for
various maintenance periods under hyperosmotic conditions before
rehydration. For rapid rehydration, the hyperosmotic solution was
removed from the microsample tube after centrifugation (10 min,
5100=g) and | mL of the binary water-glycerol solution (1.4 MPa;
was introduced snddenly ta the c2ll pellet. Progressive rehydration
was performed using successive dilutions in solutions with decreasing
osmotic pressure to 1.4 MPa

Cell suspensions, rehydration solutions, and shock solutions were
kept in an air-conditioned room at 25 °C. The temperature of the
solutions was checked using a thermocouple.

2.5, Measurement of yeast viability

Yeast viability was estimated in triplicate by the CFU method. After
ostiolic beatment, lully relydiated cells were diluted sevially end e
appropriate dilutions were plated in MW madium with 15gL" " of
agar. CFUJ were counted after incubation for 36 h at 25 °C. The initial
cell suspension was used as the control.

2.6. Fluorescence microscopy

Propidium indide (P1) (Invitrogen, Carlshad, CA, 1ISA) was used tn
assess plasma membrane integrity. This probe stains nucleic acids after
permzabilization cf the plasma membrane. I'l was dissclved in distlled
water (10 mg mL™ 1) to prepare the stock solution, and 200 pgof Pl was
used to stain 10% cells. Il was added to the czllsuspension before, during
or 60 min after the dehydration shock znd zfter rehydration [ Fig. 8A).
This protocol allowed us to estimate the changes in the membrane
permezability during and after hydric perturbation. For staining during
the hydric stress, the probe was added to th2 hyperosmotic solu-
tion before induction of the perturtbation. A Nikon Eclipse TE 2000 E
epilluotescence nucioscope (Nikon, Tokyo, Jepan) witlispectial camera
MNuance CRI was used to cbserve cells. Images were acquired with a =40
(MA: 095) Plan Apo objective (Nikon) and collected with Nuance
software [Nikon). Black and white images were captured to cbserve
the total cell population. A monochromatic epifiter (540-580 nm and
600660 nm excitation and emission wavelengrhs, respectively) was
used to observe cells stained with PIL.

N-(3-triethylammaoniumpropyl )-4-( 6-(4-(diethylamino)phenyl’
hexatrienyl)pyridinium dibromide (FM 4-64) (Invitrogen) is &
membrane probe that is not fluorescent in an aqueous medium and
which has been extensively used to observe endovesiculation phe-
nomena [30-32]. In our study, FM 4-64 was used to observe the
delocalization of membrane lipids and changes in cell morphology.
The dye was dissclved in distilled water {1 mgmL™") to prepare the

stock solution, and 10® cells were stained with 20 pg of FM 4-64.
Belore staining, yeast cells were placed in the 13 MPa waler-glycerol
solution to stop the natural endocytosis pathway, which could perturb
the observations of membrane delocalization induced by hy perosmo-
tic treatment. This low osmotic pressure had no impact on yeast
viability. A Nikon Eclipse TE 2000 U microscope with multispectral
confocal head D Eclipse C1 was used to observe the cells stained with
FM 4-64. Excitaticn was performed at 488 nm with laser He/Ar and
the emission signal was recavered between 550 and 700 nm. Images
were acquired with a =60 (NA: 0.95] Plan Apo objective and a = 100
(NA: 1.4) Plan Apo ol-immersion objective (Nikon), nd collected
with EZ-C1 software 3.50 (Nikon).

Sur7-GFM was visualized using the same confocal microscope.
Images werz acquired with a =100 (NA: 1.4) Plan Apc oil-immersion
objzctive (Mikon). and collected with EZ-C1 software 3.50 (Nikon).
Excitation was performed at 488 nm, and the emission signal was
measurad between 500 and 550 nm.

2.7, Electron micruscopy

TEM was used to assess the yeast ultrastructure just after hyper-
osmotic slope and shock to 110 MPa. Concentrated yeast samples were
fixed for 12 hat4 °Cwith 3% glutaraldehvde and 2% paraformaldehyde in
PBS for control cells (1.4 MPz) and in water-glycerol solution for cells
subjected to 1 10 MPaosmoticpressure. Treated cells were fixed just afier
the end of the osmotic treatment. After washing, cells were postfixed
with 0.5% 0s0,-0.1 M phosphate buffer, pH 7.2, for 1 hat4 °C Cells were
dehydrated progressively in 30%, 50%, /0, 0% and 100% ethanol,
30 min for each step, impregnated with Epon, and polymerized at 60 °C
for 48 h. Ultrathin sections {20 nm) were obtained using an Ultracur £
ultramicrotome | Reichert, Depew, NY, USA) and contrasted with urany!
acetate and lead citrate. Polysaccharides wers detected histochemically
by the periodic add-thiocarbohydrazide (TCH)-silver proteinate
(PATAgz) method dascribed by Thiery | 33]. Observations were parformed
on a Hitachi 7500 transmission electron microscope (operatingat 80 kv
equipped witlr ain AMT canera duiven by AMT sollware { AMT, Dauvers,
MA, USA).

3. Results
3.1. Impact of hyperosmotic treatments on yeast viability

3.1.1. Kinetic and magnitude of hypernsmatic treatments influence the
yeast survival

Cells were treated with the hyperosmaotic conditions at 30, 110,
or 166 MPa for 60 min and then rehydrated to 1.4 MPa. The dehy-
dration and rehydraticn steps were achieved progressively or quickly
according to 4 possible combinations (Table 2). For 30 MPa, the rates
of dehydration and rehydraticn had almost no effect on yeast via-
bility, which remained higher than 80%. For severe dehydrations,
the survival ratz depended on the kinetics of dzhydrztion and re-
hydration. At 110 and 165 MPa, the best viabilities were observed
dller progressive deliydiations ollowed by progressive reliydralions
(86.9% and 78.7%, respectively) and the weakest were observed when
the two steps were performed quickly (12.5% and 03%, respectively).
Intermediate viabilities were cbtained after slope/shock and shock/
slope cycles: 41.7% and 67.7%, respectively, for the treatments to
110 MPa, and 19.2% &end 42.6%, respectively, for the treatments to
166 MPa. These results showead that the magnitude of the dehydration
treatment influenced the cell viahility. For severe perturhatinns (110
and 166 MFPa), survival rates are strongly related to the perturbation
lanztic of the dehydraticn and rehydration staps.

3.1.2. First minutes after a severe hydric shock are crucial for cell survival
The ettect of maintenance pericds in hypercsmctic conditions on
cell viability was estimated by rapid rehydration zt different times
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Table 2
Impact of changes in the kinetics of dehydration and rehydration on yeast viability for treatments to 30, 110, and 166 MPa with a maintenance period of 60 min in hyperosmaotic
conditions,
Amplitude Kinetic profiles
A B C D
I /_\ ) i .
& >
> L
Time Time Time Time
30 MPa 86.0% (3.6) B6.2% (39) B82% (84) B3.5% (25)
110 MPa 86.9% (11.6) 67.7% (47) 417% (12.7) 125% (9.1)
166 MPa 787% (3.6) 42.6% (36) 192% (1.1) 03% (02)

m corresponds to the osmotic pressure of the extracellular medium. (A) Slow dehydration and slow rehydration, (B) slow dehydration and rapid rehydration, {C) rapid dehydration
and slow rehydration, and (D) rapid dehydration and rapid rehydration. Survival rate was measured using the CFU method after rehydration to 1.4 MPa. The 5Ds were calculated

from three experiments,

after the hyperosmotic shock: 1, 15, and 60 min for 30 MPa,and 1, 2,
15, and 60 min for 166 MPa (Fig. 1). For 30 MPa shock, cell viability
did not evolve significantly according to maintenance periods and
remained close to 85%. This result indicates that the decrease of the
survival rate occurs during the first minute after the shock and that
the viability is not affected by the maintenance time. After osmotic
shock at 166 MPa, cell viability decreased markedly with increasing
maintenance time in hyperosmotic conditions. The viability was 48.9%
when cells were rehydrated 1 min after the shock and declined to
38.7%, 3.6% and 0.3% for rehydration at 2, 15 and 60 min, respectively.
These results suggest that events occurring during the first minutes
after severe hyperosmotic shock influence the cell survival during the
rehydration.

3.2, Plasma membrane internalization depends on the amplitude and the
kinetic of hyperosmotic treatments

3.2.1. Arrest of endocytosis at 15 MPa

Endocytosis refers to the formation of vesicles in the cytosol from
the plasma membrane. It is a rapid process that allows the inter-
nalization of extracellular fluids, particles, and plasma membrane
proteins by invagination of the plasma membrane [32]. The yeast
plasma membrane was stained by FM 4-64 and visualized using
confocal microscopy to observe the membrane delocalization (Fig. 2).
Initially, the probe was observed only in the plasma membrane, With

100

801 S
& 601
2
£ - {3~ Shock 30 MPa
]
S 407 —e— Shock 186 MPa

204

T T T v

0 10 20 30 40 50 60
Time after the beginning of treatment (min)

Fig. 1. Evolution of the viability of yeast cells during different maintenance periods after
hyperosmatic shock to 30 MPa and 166 MPa. Viability was measured by the CFU
method after rapid rehydration to 1.4 MPa. The cells were rehydrated for 1, 15, or
G0 min after the shock to 30 MPa and for 1, 3, 15, or 60 min after the shock to 166 MPa.
Error bars correspond to the 5D calculated from three repeat experiments

time and in iso-osmotic conditions corresponding to the osmotic
pressure of the culture medium (1.4 MPa), the plasma membrane was
internalized and reached intracellular compartments such as vacuoles
after 60 min (Fig. 2C), The kinetic of the probe internalization is
consistent with observations previously reported [34]. As endocytosis
is an energy-dependent phenomenon [35], yeast placed in a 1.4 MPa
water/ glycerol solution possessed sufficient energetic resources. In
our study, FM 4-64 staining was used to assess plasma membrane
delocalization during hydric perturbations. It was necessary to arrest
this phenomenon because it could disturb observations during pro-
gressive dehydration which required 30 min to reach 166 MPa. So we
seek for non-lethal conditions which stopped this phenomenon.
For that, we placed the cells at 15 MPa which corresponds to the
limit level of yeast osmoregulation [5]. At this amplitude, staining
by the FM 4-64 remained in the plasma membrane over time (Fig. 2D,
E, and F).

3.2.2. Induction of plasma membrane intemalization by severe hyperosmotic
shock

Yeasts were observed at 1, 10, and 60 min after hyperosmotic
treatments, The images obtained after hyperosmotic perturbations
are presented in Figs. 3 and 4.

After shock or slope to 30 MPa, the staining by FM 4-64 appeared
only in the plasma membrane, and the pattern was similar to that of
cells before treatment (Figs. 3 and 4), Shocks to 110 and 166 MPa led
to progressive plasma membrane internalization which occurred
during the maintenance period in hyperosmotic conditions. Small
spots of probe were visible close to the plasma membrane 10 min
after the beginning of the treatment (Fig. 3F and 1). The probe was
internalized deeper in the cell with time and reached intracellular
compartments such as vacuoles after 60 min (Fig. 3G and ]). However,
membrane internalization did not affect all the cells after the shock to
110 MPa contrary to the one to 166 MPa. Indeed, a minor part of cells
(~20%) did not present intracellular FM 4-64 staining after 60 min
time exposure (Fig. 3G). So, these results show that the shock to
30 MPa did not induce plasma membrane delocalization, whereas
shocks to 110 and 166 MPa caused plasma membrane internalization.
Progressive dehydrations to 110 and 166 MPa were characterized by a
peripheral staining which did not evolve over time (Fig. 4). The
plasma membrane was not internalized during the 60 min following
the perturbations but presented a peculiar aspect. Spots of probe were
observed in the plasma membrane at the end of the progressive
dehydration; these spots may correspond to large wrinkles of mem-
brane or vesicles that stayed close to the plasma membrane.

These original results showed that hyperosmotic shock to 110 and
166 MPa induced membrane internalization during the maintenance
period in hyperosmotic conditions. For these high-osmotic pressure
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1 min

1.4 MPa

1min

WETE L-L‘[.U[lII:IJ 1, 10, ard G0 min elier the staining with the probe. Bar scale = 5 pm.

levels, the kinetic of dehydration influencad the morphological evo-

lution of the plasma membrane.

3.3. Dehydration kinetic influences plasma membrane deformations
TENM was used to characterize ultrastructural changes in cases

wliere e delydration kinetic influenced the survival rete and e
flunrescent staining hy FM 4-64 (Tahle 2 and Figs. 3 and 4). As it was

not possible to fx the cells at 166 MTla because of the high viscosity of

the solutions, observations were performed on samples dehvdrated to
110 Mra (Fg 5). Cell fixation was performed just after the treatments

Shock to
30 MPa

Shock to
‘Hﬂ MPa
15 MPa

Shock to
166 MPa

1 min

Fig. 3. Impact of hypercsmotic shocks on plasma membrene internalization. Representative confocal laser scanning microscopy images of yeasts Soccharomyees c2re
with the styrvl dye FM 4-64 zfter hyperosmotic shocks to 30, 110, and 165 MPa carried out with glycerol. [A) Contral cells in 15 MPa water

10 min

2 E[]LLL of an increase in asmotic pressure te 15 MPa on plasma membrane erdocytosis. Reprezentative confocal laser scanning microscopy images of VL.J‘J. Lac
oo ac showing evolution over the time of FM 464 staining in iso-csmaticconditions (A, B,and C) and after 15 MPa hypercsmotic treatment (D4 E, and F) at 25
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60 min

-.
15 MPE...

10 min

60 min

'C. Observations

(slope or shock) to observe membrane modifications which occurred
after the perturbations. Fixation of cells was performed with chemical
fixation. This protocol can sometimes alter the structurs of the plasma
membrane with artificially tilted and profound invaginartions, evoked
by Stradalova et al. |35], caused by the osmatic effects of chemical
fixatives [37] Thes= artifacts were not ahservad on the contml cells
and allowed reasonable comparative observations between e
samples after slope and shack dehydrations.

Control cells presented an almost smooth plasma membrane
with about ten curved membrane areas per cell median microscopic
section thar corresponded to invaginations of -50 nm deep (Fig. 5A

60 min

.
.
.

10 min

isiae stained

glycerol sclution; (B)

() correspond to cells after 30MPa hy perosmotic shock; (E), (F)and | G) after by perosmotic shock 0110 MPaand (H), (1), and (]} after hyperosmotic shock to 166 MPa CLlls were

observed |, 10, and 60 min &fter the shocks. Bar scale =5 pm.
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1 min

Slope to
30 MPa

Slope to
110 MPa

Slope to
166 MPa

60 min

Fig. 4. lmpact of hypercsmolic slopzs on plasma membarane interpalization. Representalive confocal laser scenning microscopy images of yeasts Soccharormyees cerevisiog stained

with FIM 4-64 afier hyperosmetic slopes of 30, 110, ard 166 MPa carried out with glycercl. Progressive dehydratiors were performed with a rate of 0.086 MPas—".

(A), (B) and

(C) eamespond o cells affer shope te 30 MPa: (D), (F) and (F) afrerslape to TI0MPaand (), TH) and (1) afterslope to 166 MPa. Cells were nbserved 1,10, and G0 min affer the end

of the slopes. Bar szale = 5 pm.

and B). Obsarvations of superficial sections ravealed that these invagi-
nations presented a furrow-like aspect with a length of -300 nm
(data not shown). This type of invaginztions has already been
described and localized within MCC patches [35] After the shock
to 110MPa, cells showed an undulated plasma memhbrane with
deeper invagiuations Uen in control cells, These invaginations were
narrower at the hase than at the tip and extendad about 150 nm into
the cytosol (Fg. 5D). Alter Lhe slope condition w 110 MPg, miembrane
deformation was different: the invaginations were fewer but were
longer (~400-500nm) than in the case of the shock dehydration
(Fig. 5E). They often appeared curl back toward, and in some cases
even to fuse, with themselves or the cell surface (Fig, 5F,.

In contrast to the observations after dehydration in vegetal cells
[38], the cell wall remained in contact with the plasma membrane
after the dehydration treatment, and the classical plasmolysis event
was not observad. This can be 2xplained by the many anchorags sites
between the cell wall and plasma membrane in yeast and by the
greater elasticity of the wall of yeast cells than in vegetal ca2lls [39.

3.4. Progressive dehvdration leads to lateral redistribution of Sur?-GFP

Effect of treatments to 166 MPa (progressive or rapid) on lateral
distwibution of Sur7-GFP was studied. In controel cells, Sw7 moleins
fused to CFF were not distributed homogeneously in the plasma
memibrane bul were concenlrated in disciete patches (Fig. 6A), as
described previously [19,40]. Analysis of the fluorescence intensity
profiles of the median optical sections gave an estimated mean
number of patches at the median section of the control cells of 11 with
a size of about 550 nm (Table 3). This number of patches is in agree-
ment with previous observations [19]. MCC size of 300 nm which is
smezller than the size 2stimated in the present study hzs been reportad
[20]. This difference could result from the blur introduced by micro

scopic imaging and from the threshold used to estimate the
domain size. After hyperosmotic shock to 166 MPz, the repartition
of Sur7-GFP domains remained in distinct patches (Fig. 68). The
distance between the fluorescence intensity peaks on the membrane
perimeter was smaller than rhat in control cells, indicating that the
Sw7-GFP patchies were positivned doser Lo eacl other. The size of
the domains was alsa slightly derreased. Progressive dehydration to
1656 MPe changed Lhe disuibution of the Sw7 proteins, and the
plzsma membrane did not exhibit small fluorescent patches, but
larger fluorescent domains | Fg. 6C) with a mean size of about 1.1 um
(Table 3). The number of domains decreased from 11 in median cell
sections of control cells and cells subjected to rapid dehydration
(shock) to € distinct domains after progressive dehydration (slope).
Progressive dehydration caused a redistribution of Sur/p from the
patches, suggesting that lateral membrane reorganization occurred
during this treatment. These results indicate that the dehydration
kinetic influences the eveolution of the repartition of Sur7p.

Eftect of rehydration on Sur7p distribution was assessed by obser-
vation of cells after dehydration to 166 MTa followed by rehydration.
Yeasts were treated according to a dehydration-rehydration cycle
leading to low survivel rate (shock-shock) or to a cycle condudting to
high survival rate [slope-slope). After the shock-shock ryels, Sur7-CFP
wes localized in the cell cyosol and was ool cbserved in the plasina
memhrane (Fiz. 7A) and did not evolve with time (Fig. 78). As SurTpisa
wemnbrane protein, Uiis abeant localization could be explained by lysis
of the cells during the shock rehydration. Just after the rehydration
step of the slope-slope cycle, fluorescence of Sur7-GFP was observed in
large and diffuse domains of the plasma membrane (Fig. 7C). Sur7-CFP
regained the initial small patch distribution 90 min later (Fig 7D)
suggesting that MCC domain re-formation required time. These results
show an influence of the rehydration kinetic on tha structural 2volution
of the plasma membrane,
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Fig. 5 Ultrastructure of yeast in the first moments after hyperosmotic treatments, TEM
mirmgmphs nfrepreseniative yeast saetinns Contml callz (4 and B), cells after shack ro
110 MPa (C and D) and after slope to 110MPa (E and F| were treatzd with Thizry
reaction Cells were fixed just after the hyperosmatic weatments. (A), (€}, and (E): bar
scale =500 nm. (8], (D), ard (Fi: bar scale = 10C nm.

3.5, Plasma membrane integrity is challenged both by dehvdration and
rehydration

The permeability of the plasma membrane of the yeast cell pop-
ulation was estimated with Pl staining. The cells were labeled during,
or A0 min after dehydration, and after rehydration in the high-
osmotic pressure {156 MPa) condition in the slope and shock experi-
ments (Fig. 8A). Dehydration led to permeakilization of some of the
cells, and the proportion of cells affected was higher for shock (45.6%)
than for slope (12.49%]. The staining pattern was similar for staining
performed during the perturbations and for staining performed
60 min after the maintenance period at 166 MPa. This result indicates
that permeabilization occurred in the first minute of the treatments
and persisted over the time. Shock rehydration, performed after
60 min maintenance, caused additional permeabilization of cells:
proportion of permeabilized cells after repid rehydration reached
86.4% and 55.2% for the dehydration achieved according to a shock
or a slope, respectively (Fig. 8). These results suggest that the kinetics
of dehydration and rehydration influence the membrane integrity
of the plasma membrane. Thus, the two steps of the dehydration-
rehydration cycle are critical for maintaining plasma membrane
integrity.

4. Discussion

We have extendzd the findings of a previcus study [16] on the
impzact of hyperosmotic stress on the plasma membrane by char-
ecterizing the structural and functional plasma membrane modifica-
tions following osmotic perturbations, We focused on the effects of
the kinetic and the amplitude of hyperosmotic treatments on these
lterations to understand the influence of these parameters on yeast
survival. Saveral pieces of evidence are presented, which allow us to
propose a scenario dzscribing the events implied in survivalanddeath
of cells during hydric perturbations (Fig. 9).

4.1, Preservation of c2ll integrity and high sunvival rate after moderat=d
dehydration {15 and 30 MPa)

Hyperosmotic treatment to 30 MPa led to a high survival rate of
yeast (Table 2), and progressive and rapid dehydration to this level
conducted to the same viahility. This suggests that survival after miled
dehydration 15 not dependent on the kinetics of dehydration
and rehydration. Cell viability was not affected by the duration of
the maintenance at 20 MPa before rehydration (Fig. 1). Thus, this
osmotic level, sightly higher than the one allowing osmoregulation
[5], correspands to a condition where the cell growth is stopped but
where the viability remains high. This suggests that the plasma
membrane integrity is preserved over the time in this conditeon.
Fluoescent staining by FM 4-64 showed ¢ stnooth aud regular aspect
of the yeast plasma membrane after the perturhation to 30 MPa
(Figs. 3 and 4), similar to that in the control cells (Fig. JA), which did
not change with exposure time. Preservation ot membrane integrity
could be related to the maintenance of lipid order in the liguid phase,
Indeed, the lipid phase transition from the liquid-crystalline to gel
phase, which can destabilize the plasma membrane, has been
tepotled W occur above 60 MPe in glycerol solutions [ 5. cerevisiae
[12].

Experiments performed &t 15 and 30 MPa showed that mild
dehvdrations, to levels higher than the ones allowing veast osmoreg-
ulation [5], conducted to the arrest of plasma membrane endocytosis
mechanism (Figs. 2 and 3). This active mechanism is tiume, tem-
perature and energy dependent [35]. In our study, endccytosis was
observed even if the yeasts were placed in water-glyceral at | 4 MPa
(Fig. 2). This suggests that an energetic insufficiency cannot be the
vause ol Lhe observed arrest ol endocyLosis. Aucest of endocylosis is
most probably related to the consequences of the decrease of hydric
potential on macromolecular structure assemblies. For example,
hyperosmotic treztments are known to cause depolymerization of
the yeast cytoskeleton [41,42] which is required for plasma
membrane endocytosis [43,44].

4.2, Severe hyperosmotic shocks (110 and 166 MPa) lead to cell death

Yeast viability was strongly effected by rapid and severe dehydra-
tions (Table 2). Leaking of cellular content induced by plasma
membrane permeabilization s often reported to explain cell death
during hydric perturbation [11,74]. Membrane continuity is essential
for maintaining many vital cellular functions that rely on membrane-
bound proteins and electrochemical potentials, such as ATP synrhesis.
The results of the mambrane permeability experiments (Fig. 8B) and
thwse vn viability (Table 2) confiomn this hypotliesis because Lhe pro-
portion of permeabilized cells was similar to that of dead cells.
Staining by PI at different moments of dehydration-rehydration
cycles allowed us to specify the critical phases for plasmz membrane
integrity (Fig. 8) and to draw the probable scenario explaining cell
death during hydric treatments. This scenario 15 composed of two
phases presented in Fig. 9A,

First, a part of cells are irreversibly permeabilized during the rapid
volume variation phasz caused by the osmotic shock (Fig. 8B).
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Fig. 6. Impact of dehydration kinetics to 166 MPa on Sur7-GFP domain repartition in the plazma merbrane, (A) Control cells, (B) cells after mpid dehydration to 166 MPa, and
(C) cells after prozressive debydraticn to 166 MPa. On the left of the figure. median optical secticns threugh the cells ere shown. On the right. representative fluorescence intensity
prefiles( diagrame) measuradalong the perimeter cf thecells are shown. Each profile correspords te the cell indicated by an arrow. A mean filter was applied cn the plotted curves to

reduce the noise present in the raw data, and the curves were normalized to the same maximum value. Bar scale

IMiembrane permeabilization could be related to the phase transitions
of lipids emerging around 60 MPa [12]. Such phenomenon is induced
by the removal of water from polar head groups during dehydration
[11] and affects the resistance of membranes to shear forces [45].
IMloreaver, rapid volume contraction may be critical because plasma
membrane regions with too high curvature could experience the loss
of the continuity of the lipid bilayer.

Rehydration step zfter maintenance period in hyperosmotic
conditions is also critical for cell integrity. Maintenance period of
60 min followed by rapid rehydration conducted to anincrease of the
proportion of permeabilized cells { Fig. 8], Higher survival rates were
obscrved when the exposure times were brief (<15 min) (Fig. 1)
suzgesting that membrane integrity was praserved during rehydra-
tion for the short maintenance period in hyperosmotic conditions.
Thus, permeabilization cccurning during the rehydration phase is
linked to events arsing in the first minutes after the shock dehy-
dration. During this period, progressive plasma membrane internal-
ization was observed (Fig. 5). This phenomenon leads to reduction of
the plasma membrane surface, which becomes insufficient during the
rehydration step and leads to cell lysis when the cell volume increzses
(Fig. 9A). Plasma memhbrane mipture explains the ahnormal inrra-
cellular location of Sur7-CFP observed after rapid rehydration (Fig. 7).

Table 3
Impact of diferert dehvdration kinetics to 766 MPa on the number and size of plasma
membrane domain containing Sur7 -CFP.

Mean size of
domain (pm)

Mean number (SO} of
domains by cell section

Cortrol 1.4 MPa 11.0 (0.6) 0,56 (0.05)
sheck 166 MPa 110 (1.6) 049 (0.015)
Slope 166 MPa 6.3 (0.8) 1.13 (0.24)

The mean number of domains was estimated by observetion ofmadian optical sections
thmugh the cells The SNs wers calenlarad from the nhservation of 20 cells for 2ach
reatment.

5 pm.

The relaticn between membrane internalization and cell death is
supported by the higher survival rate after 110 MPa than 166 MPa
which could be relared to the zbsence or the insufficiency of mem-
brane internalization for some cells at 110 MPa (Fg 3C). Thus,
plasma membrane internalization induced by hyperosmotic shock
seems o be a key event in the induction of the cell death during the
dehydration-rehydration cycle.

Fig. 7. Evolution of the repartition of Suri-GFP after rehydration. (A and
(B) cormepord to cells after shock to 166 MPa, kept during 60 mir in hyperosmaotic
conditions followed oy shock rehydration to 14 MFPa. (C) and (DY) correspond to cells
after slope dehydration to 166 MPe, kept 60 min in hyperosmolic conditions followed
hy progressive mehydrarion to 1.4 MP: Cells were ohserverd just after rehydration
(A and C) cr 90 min after rehydration (B and D). Bar scale = 2 pm.
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(B) The proporticn of parmeatilized cells {positively staired with PI) during and
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Errcr bars correspond o the 5D calculated from three repeat experiments. At least 300
cells were observed for each experiment,

The cause of membrane internalization after severe hyperosmotic
shock may be related to the rapid volume contraction of the cz2lls. Due to
the low lateral compressibility of the membrane [46], the cell s/v ratio
increase conducted to the detformation of the plasma membrane [9,10].
After severe hyperosmotic shocks, the dissipation of membrane surface
excess could beachieved by undulationand furrow-like invaginations of
the plasma membrane. Furrow-like invaginations, locelized at the MCC
domains containing Sur7p [36], were also observed in our study in
isotonic conditions (Fig. 5B) but they were shallower than after
hyperosmatic shocks (Fig. 5D). A possible mechanism is the extension
of membrane invaginaticns, existing in isotonic conditions, to dissipate
the excess of membrane surface. This assumption is supported by the
observation of the closeness of the Sur7-GIT patches after the shock
dehydration (Table 3). Observation of Sur7-GFP localized in sterol-rich
MCC microdomains revealed that thess proteins were not internalized
(Fig. 6B). Consequently, the phenomenon of membrane internalization
could consist in a first initial step of furrow-like invagination extension
hy low sterol conrent membrane region. Membrane fusion is the second
step necessary for membrane internalization. This event could be
explained hy the clnseness hetween rwo portions of plasma membrane
(Fig. 5D, protein aggregation [47] and the structural instabil ity of lipids
in hyperosmotic conditons which promote membrane fusion and
vesicle formation [48,49).

4.3, Progressive dzhydrations and cell survival to severe treatments (110
and 166 MPa)

As already reported [13,22,23], progressive dehydrations allow
ligher swivivel rates tian ones oblained aller rapid Leeatments

['lable 2). High cell survival rates are related to the preservation of
plasma membrane integrity during the two steps of dehydration-
rehydration cycle (Fig. 8). Preservaticn of membrane contnuity
may result from the particular evolution of membrane soructure
during progressive parturbaticns which consists in the formation of
biz pleats. Accordingly, membrane surface excess, caused by cell
volume contraction, 1s dissipated in some fawer and larger pleats than
in the case of shock dehydration {Fig. 5). Such deformations do not
bring closer portions of plasma membrane which could explain the
absence of membrane internalization over time after progressive
treatments ( hig. 4).

The formation of these large invaginations which curled back
toward the cell surface (F1g. 5t and F) could be related to the rate of
increase of the s/v ratio. Indeed, such invaginations are sometimes
observed when the chemical fixation of samples for electron
microscopy causes slight osmotic dehydration. Similar formations
arz also observed on yeast mutants presenting an imbalance between
exocytosis and endocytosis which is not compensated by a parallel
increase in overall growth [50]. In this last case, the increase of the s/v
ratio also occurs progressively. Formation of such invaginations could
depend on the time raquired tor the lateral reorzanization of the
plasma membrane. This hypethesis is comforted by the observation of
the modification of Sur7-CFP repartition after the progressive dehy-
dration (Fig. 6). Delocalization of proteins located in MCC domains
after perturbation has been already reported: plasma membrane
depolarization induces reversible dispersion of the H™ -symporters,
localized in MCC domains in physiological conditions [ 14]. However,
to our knowledge, the delocalization of Sur7p has never been ob-
served, Sur7p is described as a very stable protein due to its asso-
ciation with large immobile protein assemblies at the cell cortex [51]
Observation of its radistribution could be linked to the severity of the
perturbation used in the present study. Indead, modification of Sur7p
lateral distribution, after progressive dehydration to 166 MPa, could
be related to thorough membrane reorgenization caused by the
disardered to ordered phase transition which occurs in this elevated
range of osmotic pressures [12]. Such phenomenon is known to
promote progressive phase separation in the membrane planz [52]
and could influence the lateral distribution of proteins in the mem-
brane due to their partition equilibrium between phases |53 ).

After progressive dehydration, invaginations formed during the
perturbation could be reincorporated into the plasma membrane
during rehydration, avoiding permeabilization for some of the cells
during the increase in c2ll volume (Table 2 ). The survival rate of yeasts
was even higher when rehydration was performed progressively, as
already reported on bacteria [54]. Hypothetical events that may allow
a high survival rate during severe dehydration followed by rehydra-
tion are presented in Fig. 9B. Progressive rehydration probably causes
slow and optimal unfolding of membrane pleats which allows the
maintenance of membrane integrity. This explains the beneficial
effect on yeast survival of rehydration in the slope condition after
dehydration o 166 MPa (Table 2). Therefore, after dehydration to
high-osmotic pressures, the rehydration step should be considered as
a second perturbation. After rehydration, the MCC domains visualized
by Sur7-GFP did not immediately appear as small domains but
recovered their patch distribution over ime (Fig. 7). The time period
after rehydration, allowing Sur7-GFP patch recovery, could corre-
spond to the requisite time for the recovery of the cell metabolism
after hydric perturbations which could be involved in rich Sur7p
domain re-formation. However, this mechanism is not really under-
stood and should be investigated further.

5. Conclusion
The present study focused on yeast plasma membrane modifica-

Hons and their dynamics during hyperosmotic parturharions. We
[ound thal tre modifications varizd according w e osimotic level and
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Fig. 9. Schematic representations of the hypothetical sequence of events occurring during high-amplitude dehydration of yeast in the shock {A) or slepe (B) conditions followed by
rebydration. ke first scheme (A) highlights the diferent mechansms leading to cell death durirg the rapid dehydration and rehydration stages. Scheme B explains how the yeasts
mainain their integrity during progressive dehydration followed by progressive rehydrztion.

the kinetic of treatment and could explain the survival and the death
of cells during hydric perturbations. The study of plasma membrane
behavior during drastic hydric perturbations showed that cell death is
strongly related to loss of membrane integrity. A determinant mech-
anism causing the loss of membrane integrity during dehydration-
reliydrativincycle is a plasina membrane internalization which ccoues
after hypercsmaotic shocks. We have shown for the first time that the
morphologic response of the plasina membrane s related Lo the
kinetic of dehydration, sugzesting thar this cellular struchure is sen-
sitive to the rate of environmental perturbation. By visualizing the
dynamics of the memhbrane microdomains during envirnnmental

perturbation, we have shown that lateral membrane reorganization
can occur during hydric disturbance and that this organization is time
dependent. This sugzests that the plasticity of the plasma membrans
is a key property in the resistance of cells to environmental stresses.
Such knowledze may lead to improvement of cell resistance during
liydric stress and w oplitization ol preservation methods based on
dehydration (drying, freezing, and freeze-drying). Indead, the bhoth
steps of the deliydration—-relydration cycle need W be cousidered as
critical for membrane integrity and cell survival. Furure studies will
focus on the mechanisms of plasma membrane lateral reorganization
during drastic environmental perturbation and the potential effects of
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lipid structural transitions and changes in functionality of active
proteins cn the membrane micrcdomain distribution.
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The plasma membrane (PM) is a main site of injury during osmotic perturbation. Sterols, major lipids of the PM
structure in eukaryotes, are thought to play a role in ensuring the stability of the lipid bilayer during
physicochemical perturbations. Here, we investigated the relationship between the nature of PM sterols and
resistance of the yeast Saccharomyces cerevisiae to hyperosmotic treatment. We compared the responses to
osmotic dehydration (viability, sterol quantification, ultrastructure, cell volume, and membrane permeability)
in the wild-type (WT) strain and the ergosterol mutant erg6A strain. Our main results suggest that the nature of

g?,’f;ﬁ:gf,nn membrane sterols governs the mechanical behavior of the PM during hyperosmotic perturbation. The mutant
Osmotic stress strain, which accumulates ergosterol precursors, was more sensitive to osmotic fluctuations than the WT,
Cell survival which accumulates ergosterol. The hypersensitivity of erg6A was linked to modifications of the membrane
Plasma membrane properties, such as stretching resistance and deformation, which led to PM permeabilization during the
Ergosterol volume variation during the dehydration-rehydration cycles, Anaerobic growth of erg6A strain with ergosterol

Sterol evolution supplementation restored resistance to osmotic treatment. These results suggest a relationship between

hydric stress resistance and the nature of PM sterols. We discuss this relationship in the context of the

evolution of the ergosterol biosynthetic pathway.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Understanding the mechanisms responsible for the ability of
microorganisms to survive environmental perturbations is a major
issue in microbial ecology and biotechnology. Because of its interfacial
position between the extracellular medium and the cytosol, the plasma
membrane (PM) is a primary target for damage caused by environ-
mental stress. Changing the environmental conditions affects the
organization and the dynamic of membrane components, reflected in
changes in PM fluidity and the phase transition of membrane
phospholipids. Such structural changes in the PM are observed during
temperature and hydrostatic pressure shifts [1,2]. In addition to these
changes, hyperosmotic perturbation can decrease cell volume, which
increases in the cell surface-to-volume ratio (s/v) [3]. Hyperosmotic
perturbation causes PM deformations such as ruffles, wrinkles, and
surface roughness [4,5]. When associated with lipid structural modi-
fications, such deformations cause internalization of the PM [6]. All of
these modifications can lead to permeabilization of the PM and to cell
death during severe dehydration-rehydration cycles [7-10].

One parameter that conditions the cell to tolerate and survive
environmental perturbations is the lipid composition of the PM; that is,

* Corresponding author. Tel.: +33 3 80396666; fax: +33 3 80772385.
E-mail address: laurent.beney@u-bourgogne.fr (L. Beney).

0005-2736/% - see front matter © 2010 Elsevier BV, All rights reserved.
doiz10.1016/j.bbamem.2010.11.012

the nature of polar phospholipids influences the resistance of micro-
organisms to stresses such as ethanol, freezing, salt, and cold treatments
[11-13]. Changes in the fatty acid unsaturation levels can alter the cell
sensitivity by changing the physical properties of the PM such as
membrane fluidity. PM properties are also susceptible to the quantity
and the nature of sterols. Sterols are one of the most abundant
membrane constituents and are found in a wide range of species. In
mammalian cells, the major sterol present in the PM is cholesterol,
whereas ergosterol and phytosterol predominate in fungi and plant
cells, respectively. Through their interactions with phospholipids and
sphingolipids, sterols confer important properties on the PM, and they
play an essential role in the stability of membranes by affecting rigidity,
fluidity, and permeability [ 14-16]. Sterols are proposed to maintain the
lateral heterogeneity of the protein and lipid distribution in the PM
because of their putative role in inducing microdomains, so-called lipid
rafts [17]. The nature of sterols influences the properties of membrane
models such as the tensile properties [18], phase separation, and the
curvature of the liquid-ordered phase in membranes [19]. Although
much is known about the effects of the nature of sterols on lipid bilayer
properties, few studies have investigated the impact of sterol compo-
sition on the in vivo response of the cell PM to environmental
perturbations and its possible implications for cell resistance to such
perturbation.

The aim of this study was to investigate the relationship between
the nature of PM sterols and the membrane response to hyperosmotic
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perturbation and to estimate the effects on cell survival. Hyperos-
motic stress was chosen because the structure of the PM is strongly
challenged during this perturbation (lipid phase transitions and
membrane deformations caused by cell volume decrease) [6,20]. The
yeast Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisize) was used as a model
because it is exposed to hydric fluctuations in its natural environment
(e.g., on plant surfaces, in soil) and can survive extreme dehydration.
In addition, several mutant strains with alterations in the ergosterol
biosynthetic pathway (ergA) are available, and these mutants
accumulate different sterols in their PM [21]. It seems plausible that
the sterol biosynthetic pathway parallels sterol evolution [22,23] and
that these mutants are evolutionary precursors of the wild-type (WT)
strain. We compared the responses to osmotic dehydration (viability,
ultrastructure, cell volume, and permeability) in WT S. cerevisiae and
the ergosterol mutant erg6A. The erg6 gene encoding the sterol C-24
methyltransferase, which catalyzes the first of the five final steps of
the ergosterol biosynthetic pathway, is nonessential. The
corresponding mutant strain accumulates mainly zymosterol and
cholesta-5,7,24-trienol instead of ergosterol, the major sterol species
found in the WT strain [24,25] (Fig. 1). Our results show that the erg6A
strain is more sensitive to hyperosmotic perturbation than is the WT
strain. This greater sensitivity is related to differences in PM behavior
between the erg6A and the WT strains during the dehydration—
rehydration cycles. Our data suggest that the nature of PM sterols
influences the kind of deformation and the stretching resistance of the
PM during cell volume variations caused by hyperosmotic treatment.
The PM of the erg6A strain undergoes permeabilization during
dehydration under severe osmotic conditions and during the
rehydration stage under mild hyperosmotic conditions. This result
shows that the sterol nature affects the mechanical properties of the
PM and that sterols play a role in cell adaptation to hydric fluctuations
in the environment.

2. Materials and methods
2.1. Yeast strains and culture conditions

The S. cerevisiae strain BY4742 WT (MATa his3A1 leu2A0 lys2A0
ura3A0) and the erg6A mutant (MATo his3A1 leu2A0 lys2A0 YMROOSc::
kanMX4) (EUROSCARF, Frankfurt, Germany) were used in this study.
Cells were grown aerobically at 25 °Cin 250 mL conical flasks containing
100 mL of Malt Wickerham (MW) modified medium. The MW medium

A Zymosterol B (ergG A)
lErga Zymosterol -
Fecosterol le
lErgE -
Episterol Cholesta-5,7,24-trienol .

lErgS
5,7,24(28)-Ergostatrienol
lErgS Ho
C (wild Type)

Ergosterol

5,7,22,24(28)-Ergostatetraenol

lErg4

Ergosterol

Ho™ @

Fig. 1. Ergosterol biosynthetic pathway in Saccharomyces cerevisiae. (A) The five final
steps in ergosterol biosynthesis. (B) Structure of the main sterols accumulated in the
erg6A mutant. (C) Structure of ergosterol, the major sterol accumulated in the WT
strain.

contained 10 g glucose, 3 g pancreatic peptone, 3 g yeast extract, and
1.5 g NaH,PO, (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) in 1 L of
water—glycerol, which had an osmotic pressure of 1.4 MPa. This osmotic
pressure level has been recommended for the optimal growth of S.
cerevisiae and does not correspond to an osmotic stress condition for
yeasts [26]. For aerobic growth, a subculture (1 mL) was transferred into
a conical flask containing MW medium, and the cultures were placed on
arotary shaker (New Brunswick Scientific, Edison, NY, USA) at 250 rpm
for 24 h and allowed to grow to the early stationary phase. The final
population was nearly 10° cells mL—". The medium used for anaerobic
growth was supplemented with 2% (v/v) Tween 80 (polyoxyethylene
sorbitan monooleate) and 250 uM ergosterol and was degassed of
oxygen by nitrogen bubbling for 12 h before inoculation with 1 mL of
subculture. The culture was performed in an anaerobic chamber for 24 h
at25°C.

2.2. Preparation of binary water-glycerol solutions of different osmotic
pressures

The solute used in all experiments to perform hyperosmotic
treatments was glycerol (Sigma-Aldrich). This solute was chosen
because it allows to reach very high osmotic pressures and is
accumulated in yeast at high concentrations during dehydration [27].

The mass of solute to be added to 1000 g of distilled water to
obtain the desired water activity (a,) was calculated using the
Norrish equation [28]:

2
a, = (1—X,)e ™

where X; is the molar fraction of the solute and K is the Norrish
coefficient of the solute used to increase the osmotic pressure. For
glycerol, K=1.16. Osmotic pressure (m) is related to the water activity
by the following equation:

_ _RTina,
= —V_W ]
where R is the universal gas constant (Jmol™'K™'), T is the
temperature (K), and V,, is the partial molar volume of water
(m® mol ). Table 1 presents the quantity of glycerol used to prepare
the solutions of different osmotic pressures.

The osmotic pressure of all solutions was checked with a dew-
point osmometer (Decagon Devices Inc., Pullman, WA, USA).

2.3. Osmotic treatments

Two levels of osmotic treatment were used: moderate (30 MPa),
which is slightly higher than that allowing osmoregulation, and
severe (166 MPa).

Samples (20 mL) of culture were centrifuged (5 min, 2200xg),
washed twice in the binary water-glycerol mixture (1.4 MPa), and the
pellets were resuspended in 10 mL of the same medium. One-
milliliter aliquots of this suspension were placed in microsample

Table 1
Preparation of binary water-glycerol solutions of different osmotic pressures.

Water activity Glycerol weight (g)

for 1000 g of water

Osmotic pressure (MPa)

14 0.99 51
7 0.95 255
15 09 513
22 0385 781
30 0.8 1063
70 06 2440
110 045 3986
166 03 6654
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tubes; the tubes were then centrifuged (10 min, 5100xg), and the
supernatant was removed. Hyperosmotic shock was induced by
quickly introducing 1 mL of a binary water-glycerol solution (final
osmotic pressure of 30, or 166 MPa) into the pellets. The cells were
maintained for 1 h under hyperosmotic condition before rehydration.
Rapid rehydration was performed by removing the hyperosmotic
solution from the microsample tube after centrifugation (10 min,
5100xg) and by quickly introducing 1 mL of the binary water-glycerol
solution (1.4 MPa) into the cell pellet. Cell suspensions, rehydration
solutions, and shock solutions were kept in an air-conditioned room
at 25°C. The temperature of the solutions was checked using a
thermocouple.

2.4. Measurement of yeast viability

Yeast viability was estimated in triplicate using the colony forming
unit (CFU) method. After osmotic treatment, fully rehydrated cells
were diluted serially and the appropriate dilutions were plated in MW
medium with 15 g L~ ' of agar. CFUs were counted after incubation for
36 h at 25 °C. The initial cell suspension was used as the control.

2.5. Cell volume analysis

Cell volume variations were measured after dehydration to
different osmotic pressures (7, 14, 22.5, and 30 MPa) and after
dehydration to 30 MPa followed by rehydration to 14, 7, and 1.4 MPa.
These variations were estimated on images acquired with a Nikon
Eclipse TE 2000 E microscope (Nikon, Tokyo, Japan) with spectral
camera Nuance CRi. In the present study, yeasts grew in presence of
glycerol (1.4 MPa) and contained intracellular glycerol. In these
conditions, yeast volume variation induced by hyperosmotic shock
with the water-glycerol solutions occurred in less than 1s and
resulted mainly from water outflow from the cell [3]. This water
outflow leads to the equilibration in the osmotic pressures and
glycerol concentrations between the intracellular and extracellular
spaces. The level of volume contraction after treatments remained
constant (provided the cells were not permeabilized) for at least 1 h
after the osmotic shock [10]. Images of treated cells were taken 5 min
after the hyperosmotic perturbation, Cells were analyzed individually
using the software Image] 1.42q to determine their projected areas
and volumes.

2.6. Assessment of plasma membrane permeability

Propidium iodide (PI) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was used to
assess PM integrity. This probe stains nucleic acids after permeabilization
of the PM. Pl was dissolved in distilled water (10 mg mL™~') to prepare
the stock solution, and 200 ug of PI was used to stain 10° cells. Pl was
added to the treated cells at different times in the dehydration—
rehydration cycle. Aliquots of the cell suspension were stained before
the treatment (control cells), after the dehydration treatment (estima-
tion of cells permeabilized by the dehydration step), and after
rehydration (estimation of the cells permeabilized by the whole
dehydration-rehydration cycle). This protocol allowed us to estimate
the changes in the membrane permeability caused by each stage of the
dehydration-rehydration cycle. The proportion of permeabilized cells
was estimated by flow cytometry for osmotic pressures lower than
30 MPa using a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose,
CA). For each sample, 10,000 events were collected. Above this osmotic
pressure level, it was not possible to use the flow cytometer because of
the high viscosity of the cell suspensions, and the proportion of
permeabilized cells was assessed by fluorescence microscopy. A Nikon
Eclipse TE 2000 E epifluorescence microscope with Nuance spectral
camera (CRi) was used to observe the cells. Images were acquired with a
x40 (NA: 0.95) Plan Apo objective (Nikon) and collected with Nuance
software (Nikon). Black and white images were captured to observe

the total cell population (at least 300 cells). A monochromatic epifilter
(540- to 580-nm excitation and 600- to 660-nm emission wavelengths)
was used to observe cells stained with PI.

2.7. Electron microscopy

Transmission electron microscopy (TEM) was used to assess the
yeast ultrastructure just after shock to 30 MPa. Concentrated yeast
samples were fixed for 12 h at 4 °C with 3% glutaraldehyde and 2%
paraformaldehyde in water-glycerol solution at osmotic pressure of
30 MPa. The treated cells were fixed just after the end of the osmotic
treatment. After washing, cells were postfixed with 0.5% 0s04in 0.1 M
phosphate buffer, pH 7.2, for 1h at 4°C. Cells were dehydrated
progressively in 30%, 50%, 70%, 90%, and 100% ethanol, 30 min for each
step, impregnated with Epon, and polymerized at 60 °C for
48 h. Ultrathin sections (90 nm) were obtained using an Ultracut E
ultramicrotome (Reichert, Depew, NY, USA) and contrasted with
uranyl acetate and lead citrate. Observations were performed on a
Hitachi 7500 transmission electron microscope (operating at
80 kV) equipped with an AMT camera driven by AMT software (AMT,
Danvers, MA, USA).

2.8. Membrane sterol identification and quantification

Lipid extracts were obtained from =~ 5.10% shock-frozen yeast cells
grown as indicated. Cells were harvested and washed with distilled
water, and the volume was adjusted to 1 mL with cold water. Cells were
then broken by vigorous shaking with a Mini-BeadBeater™ (Biospec
Products, Bartlesville, OK) for 1 min at 5000 rpm in the presence of
500 pL of glass beads (diameter 0.3-0.4 mm; Sigma). Cellular lipids
were extracted using chloroform-methanol (2:1, v/v) as described by
Folch et al. [29]. The final organic phase was evaporated, and sterols
were dissolved in 100 pL of hexane. The different sterol species were
then separated by gas chromatography using a 25 mx0.32 mm AT-1
capillary column (Alltech, Deerfield, IL) and identified by their retention
times relative to cholesterol, which was used as a standard. The results
are expressed as nmol of sterol/10” cells.

3. Results

3.1. The ergbA mutant strain is more sensitive to hyperosmotic shocks
than is WT

To compare the sensitivity to osmotic dehydration of the WT and
erg6A strains, yeasts were treated with osmotic shocks at 30 and
166 MPa, maintained under hyperosmotic conditions for 60 min, and
rehydrated to 1.4 MPa (Table 2). For the mild treatment (30 MPa
corresponding to a water activity of 0.8), the viability of the WT strain
remained high (about 80%), whereas it was much lower in the erg6A
strain (3%). The survival of the WT strain agrees with previously
published values showing that exposure to shock at 30 MPa, which is
slightly higher than that allowing osmoregulation (15 MPa) [30],
weakly affects yeast viability [10]. The difference in sensitivity to
osmotic shock between the two strains was also observed in response
to shock at 166 MPa (corresponding to a water activity of 0.3), at
which yeast survival was 0.3% and 0.01% for the WT and the ergbA
strains, respectively. Despite the low viability of the two strains at this
dehydration level, erg6A was more sensitive than the WT to this
osmotic shock. This result suggests that mutating a protein involved in
the ergosterol synthesis can directly affect the resistance of yeast to
hyperosmotic perturbations. In further experiments, we endeavored
to understand the cause of the high sensitivity of the erg6A yeast
strain to hyperosmotic treatments at 30 and 166 MPa.
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Table 2
Influence of hyperosmotic shocks to 30 and 166 MPa on viability and permeability of WT and erg6A strains.
Wild type Erg6A
1.4 MPa Viability” 100% 100%
Proportion of permeabilized cells” 1.51% (1.34) 1.25% (0.78)
30 MPa Viability" 83.50% (2.5) 3.3% (1.6)""
Proportion of permeabilized cells after dehydration® 1.50% (0.46) 7.00% (0.86)**
Proportion of permeabilized cells after rehydration” 5.73% (0.74) 89.33% (7.06)**
166 MPa Viability® 0.35% (0.18) 0.011% (0.003)
Proportion of permeabilized cells after dehydration® 32.9% (14.61) 91.01% (3.69)***
Proportion of permeabilized cells after rehydration” 87.19% (9.81) 95.15% (3.43)

Data are represented with standard deviations between brackets.

Asterisks denote statistical significance with respect to wild-type strain (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001).

? Viabilities were measured with CFU method after rehydration to 1.4 MPa.
b proportion of permeabilized cells were estimated by PI staining.

3.2. High sensitivity of the erg6A strain to hyperosmotic shocks is linked
to PM permeabilization

Leaking of cellular content induced by loss of PM integrity is
thought to explain cell death during hydric perturbations [8,31]. To
understand the cause of the sensitivity of the erg6A mutant strain to
hyperosmotic stress, we used PI staining to examine PM permeability.
The WT and erg6A strains were studied before and after dehydration
shock to 30 and 166 MPa and after shock to 30 and 166 MPa followed
by a maintenance period of 60 min and by rehydration to 1.4 MPa
(Table 2).

3.2.1. The rehydration step is critical for erg6A PM integrity during mild
treatment (30 MPa)

Without osmotic perturbation, the percentage of permeabilized
cells was very low, about 1% for the two strains. This percentage did
not change after dehydration to 30 MPa in the WT strain and
increased slightly to 7% in the erg6A strain (Table 2). Rehydration to
1.4 MPa markedly increased the percentage of permeabilized cells to
90% in the mutant strain, whereas this percentage remained low (6%)
in the WT strain. This result suggests that permeabilization of the PM
of the erg6A strain occurred during rehydration and that this caused
the high sensitivity of the mutant to hyperosmotic stress.

To estimate more accurately the mechanism responsible for the
loss of membrane integrity of erg6A during rehydration, we
characterized the changes in membrane permeability after rehydra-
tion to different osmotic pressures between 1.4 and 22.5 MPa after
hyperosmotic shock to 30 MPa (Fig. 2). In the WT strain, rehydration
from 30 MPa to this range of osmotic pressures did not affect the PM.

8 Wild Type
o ERGEA

% of permeabilized cells

Without  rehydration rehydration rehydration rehydration
rehydration o to to to
(30 MPa) 225MPa 14.5 MPa 7 MPa 1.4 MPa

Fig. 2. Evolution of the plasma membrane integrity as a function of the rehydration level
after dehydration at 30 MPa. WT and erg6A strains were treated with hyperosmotic
shock to 30 MPa and then stained with Pl after rehydration to different osmotic
pressures: 14, 7, 14.5, and 22.5 MPa. The percentage of permeabilized cells was
measured by flow cytometry. Error bars correspond to the SD calculated from three
repeated experiments. Asterisks denote statistical significance with respect to the WT
strain (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001).

In the erg6A strain, the percentage of permeabilized cells was about
407% after rehydration to 22.5 MPa and increased with the amplitude
of rehydration to reach 90% after rehydration to 1.4 MPa. This result
shows that the permeabilization of the PM during rehydration
depends on the level of rehydration and that the loss of membrane
integrity already occurs for low magnitude rehydration.

3.2.2. The dehydration step affects PM integrity during high-amplitude
treatment (166 MPa)

PI staining was performed after dehydration to 166 MPa and after
rehydration to assess the effect of each stage of the dehydration-
rehydration cycle on PM integrity in both strains (Table 2). After the
dehydration step to 166 MPa, the percentage of permeabilized cells
was 33% and 91% in the WT and erg6A strains, respectively. After
rehydration, this percentage remained high in both strains: 87% and
95%, respectively. The percentage of permeabilized cells after
rehydration correlated with the low survival rate observed after
treatment to 166 MPa (Table 2). These results suggest that the
mechanisms responsible for PM permeabilization differ between the
two strains. The PM of erg6A is altered strongly by the dehydration
stage, whereas the two steps of the dehydration-rehydration cycle are
involved in the loss of PM integrity in the WT strain, as reported
previously [6].

3.3. Variations in yeast volume lead to plasma membrane stress

Hyperosmotic perturbation causes movement of large quantities
of water across the PM, decreasing cell volume [3,10,32]. Yeast
membrane permeabilization might be related to changes in the cell
surface-to-volume ratio (s/v) during the dehydration-rehydration
cycle. Cell volume was measured in the WT and ergbA strains by
optical microscopy. This method allows observation of the yeast
surface delimited by the cell wall. The volume was then calculated by
assimilating the yeast volume to a sphere.

Yeast volume was measured after hyperosmotic shocks from
1.4 MPa to osmotic pressure levels between 30 and 166 MPa in both
strains (Fig. 3). The study of cell volume as a function of osmotic shock
amplitudes showed that WT cells shrank under hyperosmotic
conditions. With increasing osmotic pressure to 70 MPa, cell volume,
delimited by the cell wall, asymptotically reached a minimal value
(50% of initial volume). Although glycerol is a permeant solute, the
cell volume decrease is mainly related to the water outflow because
yeasts contain a small quantity of glycerol when they are cultivated
with this solute as in our study (1.4 MPa). Moreover, glycerol per-
meates cell membrane at a lower rate than water. Thus, the rapid
water outflow of the cells allows the equilibration of the osmotic
pressures and glycerol concentrations between the intracellular and
the extracellular spaces [3]. The volume decrease in the cytoplasm
causes the PM to pull on the cell wall, which contracts the wall. In
contrast to vegetal cells in which plasmolysis is observed [33], the cell
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Fig. 3. Change in yeast volume as a function of the osmotic pressure during
hyperosmotic shock. The volume was estimated by microscopic image analyzing after
shock to 30, 70, 110, and 166 MPa. Error bars correspond to the SD calculated from
three repeated experiments. Asterisks denote statistical significance with respect to the
WT strain (*P<0.05; *"P<0.01; ***P<0.001).

wall of yeast remains in contact with the PM during dehydration
because it has many attachment sites to the PM and displays great
elasticity [32]. Beyond 70 MPa, yeast volume did not change
significantly and remained at a value close to 50% of the initial
volume. This volume plateau occurs during the increase in the osmotic
pressure of the extracellular medium [10,30] and is related to the
reach of the non-osmotic volume corresponding to the volume
occupied by the intracellular structures and the cell wall. The analysis
of the cell volume after increasing osmotic pressure revealed similar
responses in erg6A and WT cells to mild osmotic shock (<30 MPa).
This result indicates that the sterol nature does not affect significantly
the osmotic properties of the PM in conditions of mild osmotic shock.
By contrast, erg6A cells and WT cells responded differently at
pressures higher than 30 MPa. In erg6A cells, the volume decreased
to a minimum value of 57.4% at 70 MPa but then increased at higher
osmotic levels and reached 64.2% after treatment to 166 MPa. Thus,
for a range of osmotic pressures between 70 and 166 MPa, the final
volume was greater in the mutant strain than in the WT strain (Fig. 3).
This increase in the cell volume of the erg6A strain at high osmotic
pressure occurred in parallel with extensive permeabilization (= 90%)
of the PM for these treatments (Table 2). This result indicates that cell
volume increased when the PM was permeabilized. In this case, the
pulling effect of the shrunken cytoplasm on the cell wall is abolished
and the cell wall, an elastic structure in yeast [32], relaxes to its
equilibrium dimensions (70-80% of the initial volume). The value for

the volume of the relaxed state of the yeast wall agrees with that
reported in a previous study showing that the volume of permeabi-
lized yeast cells by non-osmotic treatments equilibrates at around 74%
of the physiological volume [34]. Thus, dehydration at osmotic
pressure higher than 30 MPa causes the PM to pull on the cell wall
and the high tensile strength in the PM; in the mutant strain, this
could cause rupture of the PM and subsequent permeabilization of the
yeast because of its greater sensitivity to stretching.

To understand further the mechanisms responsible for PM
permeabilization during a mild dehydration-rehydration cycle
(30 MPa) in the mutant strain, we compared yeast volume between
the erg6A and WT strains after dehydration of the cells to 30 MPa
(Fig. 4A) and after dehydration of the cells to 30 MPa followed by
rehydration to different osmotic pressures (Fig. 4B). At increasing
osmotic pressure during dehydration (from 7 MPa to 30 MPa), the cell
volume was similar in the two strains. Hyperosmotic treatment caused
an exponential decrease in cell volume: the change in volume was
greater at amplitudes to 14.5 MPa, and the yeast volume reached 68%
of the initial volume at 1.4 MPa. Under higher osmotic pressure, the
volume decreased slightly to 65% at 30 MPa. After dehydration to
30 MPa followed by rehydration to different osmotic pressures, the
volumes differed between the two strains. In the WT strain, cell
volume after rehydration related closely to the cell volume measured
during dehydration (Fig. 4A and B). Thus, volume changes induced by
dehydration to 30 MPa were reversible, and the cell volume was
recovered after rehydration to 1.4 MPa, This observation is consistent
with the idea that the PM integrity is maintained in the WT strain
(Fig. 2). In the erg6A strain, rehydration from 30 MPa to various
osmotic pressures between 22.5 and 7 MPa increased cell volume
slightly more than the values observed in the WT strain, although the
differences were not significant. However, the causes of the volume
increase during the rehydration to these intermediate osmotic
pressures differed between the two strains. The erg6A strain showed
an increasing percentage of permeabilized cells from 39% after
rehydration to 22.5 MPa to 71% to 7 MPa, whereas this percentage
remained at a low value (=5%) in the WT strain, suggesting that the
integrity of this strain was preserved during the rehydration (Fig. 2).
Thus, in the WT strain, the volume increase was related to water inflow
mediated by an osmosis phenomenon. Permeabilization of the PM of
erg6A cells did not allow osmosis, and the volume increase during
rehydration in this strain was probably linked to the PM rupture and to
the subsequent cell wall relaxation to its equilibrium dimension. A
possible hypothesis to explain the PM permeabilization during the
rehydration steps between 22.5 and 1.4 MPa in the mutant strain
(Fig. 2) is that the lack of membrane surface led to the membrane
rupture during cell swelling induced by water inflow. We reported
previously that PM permeabilization occurs during rehydration of
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Fig. 4. Comparison of cell volumes between WT and erg6A during dehydration to 30 MPa followed by rehydration to 1.4 MPa. The volume was estimated by microscopic image
analyzing. For the cell volume profile during dehydration (A), yeast cells were observed after hyperosmotic treatments to 7, 14.5, 22.5, and 30 MPa. For the profile during rehydration
(B). yeast cells were observed after rehydration to 1.4, 7, 14.5, and 22.5 MPa in cells first dehydrated to 30 MPa. Error bars correspond to the SD calculated from three repeated

experiments.
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WT yeast after a shock to 166 MPa [6]. This event is caused by a
decrease in the PM surface induced by membrane internalization after
perturbation.

3.4. Plasma membrane deformation after hyperosmotic shock to 30 MPa
depends on the nature of membrane sterols

TEM was used to characterize the ultrastructural changes induced
by hyperosmotic shock to 30 MPa in the two strains. The cells were
fixed just after the treatment using a chemical fixation protocol. This
protocol is sometimes prone to artifacts because of the osmotic effect
of the fixatives. These artifacts, reported previously [35], can be
observed at physiological osmotic pressure. In the present experi-
ment, the osmotic pressure of the shock treatment (30 MPa) was
greater than that induced by chemical fixation, and the osmotic effect
of the fixatives is probably negligible compared with the effects of
dehydration.

After shock to 30 MPa, both the WT and the erg6A strains showed
PM deformation (Fig. 5A-D). In the WT strain, the PM showed narrow
and deep (400-500nm) invaginations, which appeared to curl
backward (Fig. 5B). This kind of deformations was also reported in
a study of the effects of progressive osmotic dehydration to 166 MPa
[6]. In the erg6A strain, the PM showed a more undulated aspect than
did the WT, and small vesicles were observed between the PM and
the cell wall (Fig. 5D). The formation of vesicles outside the cytoplasm

Wild Type

has been reported for gram-negative bacteria under hyperosmotic
conditions [36]. These vesicles might have formed at the origin of the
reduction in PM surface after hyperosmotic shock in the mutant strain
and could explain the permeabilization of the mutant PM during the
swelling induced by rehydration.

3.5. Exogenous ergosterol restores the resistance of the erg6A strain to
hyperosmotic shock to 30 MPa

The most probable hypothesis to explain the hypersensitivity of the
erg6A to hyperosmotic perturbations is the modification of the PM
properties caused by the change in PM sterols. However, an alternative
explanation is that downstream effects are induced by the ergbA
mutation, such as remodeling in the transcription, translation, or
cytoskeleton organization. These effects might also induce changes in
membrane properties. To test the first hypothesis, we investigated
whether exogenous addition of ergosterol to the erg6A strain could
restore normal sensitivity to hyperosmotic perturbation at 30 MPa
(Fig. 6). Addition of ergosterol during cell growth under aerobic
conditions did not change the survival in response to this perturbation
in either strain; the viability of the WT and ergbA strains remained
unchanged at about 80% and 3%, respectively. Under aerobic growth
conditions, yeast cells synthesize sterols and do not incorporate
significant amounts of exogenous sterols, a phenomenon known as
“aerobic sterol exclusion” [37]. In contrast, growing yeast cells without

Fig. 5. Ultrastructure of WT and erg6A yeasts after hyperosmatic shock to 30 MPa. TEM micrographs of representative yeast sections. Cells after shock to 30 MPa for WT (A and B) and
ergbA (C and D). Micrographs were taken of cells fixed in 2% paraformaldehyde-3% glutaraldehyde, treated with metaperiodate, postfixed in reduced osmium, and embedded in
Epon. Cells were fixed just after the hyperosmotic shock to 30 MPa. (A and C) Scale bar =500 nm. (B and D) Scale bar = 100 nm.
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Fig. 6. Effects of exogenous ergosterol addition during anaerobic culture on yeast
survival after hyperosmotic shock, WT and erg6A strains were cultivated in aerobic and
anaerabic conditions with a supplementation of ergosterol (250 pM). The cells were
exposed to hyperosmotic shock to 30 MPa, and the viability was estimated by the CFU
method. Error bars correspond to the SD calculated from three repeated experiments.
Asterisks denote statistical significance with respect to the WT strain ("P<0.05;
**P<0.01; ***P<0.001).

oxygen allowed exogenous ergosterol to be incorporated into the PM in
both strains because yeasts become auxotrophic for sterols under
anaerobic conditions, Anaerobic growth with ergosterol supplementa-
tion to the culture medium (250 uM) significantly increased the yeast
survival rates after hyperosmotic shock at 30 MPa. This rate reached 66%
in both the WT and the erg6A strains.

3.6. PM ergosterol is a key factor in yeast resistance to hyperosmotic
perturbation

The sterol composition of the two strains was analyzed as a function
of the growth conditions (aerobic or anaerobic) to confirm whether the
observed effects on yeast resistance to dehydration correlated with
the nature of sterols in the PM (Fig. 7). Under the aerobic growth
condition, the WT strain accumulated mainly ergosterol and some of its
precursors (squalene, lanosterol, zymosterol, and ergosta-5,7), whereas

[mWT aerobic growth

lDergsa aerobic growth

BWT anaerobic growth, ergo. 250 uM
[pergéa anaerobic growth, ergo. 250 uM|

nmol of sterol/10° cells
& o ® o ~

o

) f !

Squalene Lanosterol Zymosterol Ergosta-5, 7 Cholesta-5, Ergosterol
7. 24-trienol

Accumulated sterols

Fig. 7. Effects of growth condition on the sterol composition of the WT and erg6A
strains. Both strains were grown under aerobic or anaerobic conditions with ergosterol
supplementation (250 pM). After lipid extraction, the amount of sterols was measured
by gas chromatography using cholesterol as a standard, as described in the Materials
and methods. Sterols are arranged along the x-axis according to their order of
appearance in the biosynthetic pathway of ergosterol, except for cholesta-5,7,24-trienol.
This compound has a structure close to that of ergosterol and is a by-product that
accumulates in the erg6A strain. Error bars correspond to the SD calculated from three
repeated experiments.

the erg6A strain accumulated mainly zymosterol and cholesta-5,7,
24-trienol, as described previously [25]. In contrast, under the anaerobic
growth condition with ergosterol supplementation, the sterol profiles of
the two strains were similar: both strains accumulated mainly
ergosterol at a level close to that observed for the WT strain grown
under the aerobic condition. Squalene accumulation under anaerobic
condition is not surprising because squalene epoxidation, the next step
after squalene in the ergosterol biosynthetic pathway, requires oxygen
[38]. Taken together, these results suggest that resistance to dehydra-
tion is related to the presence of ergosterol in the PM. The growth
conditions that allowed ergosterol accumulation in the PM (anaerobic
growth for erg6A, aerobic and anaerobic growth for WT) increased yeast
resistance to dehydration. These data suggest that the ability of yeast
to survive dehydration is linked directly to the nature of membrane
sterols.

4. Discussion

This study focused on the relationship between the sterol nature
of the PM and the response to hyperosmotic perturbation. We
compared membrane behavior during the dehydration-rehydration
cycle between the WT strain, which accumulates ergosterol in the PM,
and the erg6A mutant, which accumulates zymosterol and cholesta-
5,7,24-trienol (Fig. 7). The main finding was that the nature of PM
sterols influences the mechanical properties of the PM. These changes
in properties led to different osmotic behavior of the PM and explained
the greater sensitivity in the erg6A mutant to hyperosmotic perturba-
tions than in the WT strain.

Hyperosmotic perturbation induced an outflow of a large quantity
of water, which decreased the cell volume (Figs. 3 and 4). Because of
the low lateral compressibility of the membrane [39], the increase in
the cell s/v ratio causes compressive lateral stress and deformation of
the PM. TEM observation of WT and erg6A strains after hyperosmotic
shock at 30 MPa showed that the type of membrane deformation
depends on the sterol composition of the PM (Fig. 5). The link
between membrane sterols and the type of membrane deformation
observed could be related to the influence of the nature of sterols on
the physical properties of the lipid bilayer. To our knowledge, the
effects of zymosterol and cholesta-5,7,24-trienol on model membrane
properties have not been studied, but it is known that modifications of
physical membrane properties can be related directly to the structure
of the sterol molecule, including its planar structure, size, and
properties of its small polar 3-OH group [40]. In particular, the double
bond between C-7 and C-8 in the B ring is known to be involved in the
packing and the overall rigidity of the PM. Cholesta-5,7,24-trienol, like
ergosterol but unlike zymosterol, displays a C-7,8 double bond
(Fig. 1). This induces greater membrane fluidity in the mutant than
in the WT strain [14,41]. These differences between strains in packing
and fluidity of the PM could account for the differences in membrane
deformation during osmotic cell volume contraction.

Changes in PM properties were related to the difference in
sensitivity to hyperosmotic perturbation in the two yeast strains.
The greater sensitivity of the erg6A strain is linked to the loss of PM
integrity that occurs during two steps of the dehydration-rehydration
cycle (Table 2). The dehydration stage causes permeabilization of the
PM, which was observed during the high hyperosmotic condition
(166 MPa). After this perturbation, >91% of the mutant cells were
permeabilized, whereas only 33% of WT yeast cells lost their integrity
(Table 2). This suggests that the sterol composition of the yeast PM,
which is affected by the erg6 mutation, influences the membrane
behavior and yeast survival during dehydration caused by severe
osmotic pressure. Measurement of cell volume during osmotic
conditions between 30 and 166 MPa (Fig. 3) showed that the PM pulled
the cell wall and endured stretching stress during severe dehydration.
The influence of sterol structure on the stretching resistance of the
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membrane [42] may explain the greater fragility of the membrane in the
erg6A mutant than in the WT during the dehydration step.

Lipid phase transition could also be involved in the extensive
permeabilization of the mutant strain during severe dehydration.
Lipid phase transition destabilizes the PM and increases the per-
meability of the membrane under osmotic stress [43,44]. In yeast,
lipid phase transition from the disordered to ordered phase occurs
>60 MPa in a glycerol solution [44]. Numerous studies have observed
a modulation of the lipid phase transition by membrane sterols
[45,46]. Thus, the nature of membrane sterols might influence this
event and may explain the hypersensitivity of the mutant erg6A
strain. The rehydration step was critical for mutant cell integrity in
the mild osmotic condition at 30 MPa (Table 2). The dehydration step
did not affect the PM integrity in either strain during osmotic shock
to 30 MPa (Table 2). In contrast, rehydration from this osmotic
pressure to 1.4 MPa caused extensive permeabilization of the PM in
the mutant strain (89%), whereas the PM of the WT strain remained
unpermeabilized (6%) (Fig. 2). Thus, the nature of PM sterol also
influences the PM behavior and cell survival after exposure to
moderate levels of osmotic pressure. After shock to 30 MPa,
membrane permeabilization of the erg6A strain increased with the
level of rehydration (Fig. 2) and with cell volume swelling (Fig. 4). A
possible explanation is that the lack of membrane surface leads to the
lysis of the PM during the increase in cell volume caused by
rehydration. This phenomenon has been observed in WT yeast in
the case of severe hyperosmotic shock, in which the decrease in the
PM surface is caused by membrane internalization [6] and leads to the
loss of membrane integrity during rehydration. This event was also
observed during osmotic perturbation in protoplasts [47]. In the
present study, a decrease in the membrane surface seemed to be
related to the formation of extracellular vesicles between the cell wall
and the PM, which were observed by TEM after dehydration to
30 MPa only in the mutant strain (Fig. 5). All these events indicate that
the nature of the sterol molecules in the membrane influences the
physical behavior of the PM during hydric perturbations and is clearly
involved in cell survival during this type of environmental stress. This
conclusion is reinforced by the observation that erg6A resistance to
dehydration was restored when cells were cultivated under condi-
tions that allowed ergosterol accumulation (Figs. 6 and 7).

In their ecological niche, such as the plant surface and soil, yeasts
are subjected to hydric fluctuations in the environment and can
encounter high solute concentrations. This study shows that a
nonlethal (in the classic genetic sense) ergosterol mutant, which
accumulates ergosterol precursors, is more sensitive to hyperosmotic
perturbations than is the WT strain. It is surmised that membrane
sterols have been selected over a very long time by Darwinian
evolution for their ability to optimize certain physical properties of
the membranes. As argued by Konrad Bloch, the temporal sequence of
the sterol biosynthetic pathway can be taken to represent the
evolutionary sequence of sterols [22]. In this view, the erg6A yeast
strain is an evolutionary precursor of the WT strain. These results may
provide some response elements on the nature of the driving force
that led to the evolution of the ergosterol biosynthetic pathway in
members of the fungi kingdom, which encounter hydric fluctuations
in their natural environment.
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