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Résumé

La protéine Hspl2 est une protéine de choc thermique (12 kDa) exprimée par la
levure Saccharomyces cerevisiae et associée a la réponse au stress. En effet, il a été montré
que les transcrits du géne HSP12 sont exprimés en réponse a différents stress. De plus, la
protéine Hsp12 serait responsable de la sucrosité du vin observée au cours de l'autolyse des
levures lors de la vinification. Cependant, le golt sucré pourrait provenir de la protéine
Hsp12 entiere, ou, d’un ou plusieurs peptides issus de la protéine Hsp12. L'objectif de cette
étude était d’obtenir la protéine Hspl12 native pure a partir de culture de Saccharomyces
cerevisiae afin de comprendre son role, d’'une part dans la réponse au stress chez la levure

et, d’autre part dans la sucrosité du vin.

Des cultures de la souche cenologique Fx10 de Saccharomyces cerevisiae ont été
réalisées afin d’étudier la protéine Hspl2 native. La production de la protéine Hsp12 en
réponse a différents stress a été étudiée au cours des cultures, grace a un dosage ELISA
développé lors de cette étude. Il a ainsi été mis en évidence que la protéine Hspl2 est
produite en quantités significativement supérieures en réponse a des stress thermiques et
osmotiques. Le stress éthanolique quant a lui entraine une diminution de la quantité de
protéine Hspl2. La protéine Hsp12 native extraite a partir des cultures a été purifiée. Un
procédé de purification en 3 étapes a été développé. Plusieurs résines et conditions
chromatographiques ont été criblées en microplaques. La résine en mode mixte PPA
HyperCel a permis d’éliminer des contaminants majeurs grace a sa sélectivité. La
chromatographie d’exclusion stérique a permis d’éliminer les contaminants restants et ainsi
d’obtenir la protéine Hspl2 native avec une pureté de 99%. Différentes techniques
biophysiques et calorimétriques ont permis de caractériser la protéine Hsp12 native purifiée,
en présence de membranes modeles. Il a ainsi été démontré que la protéine Hsp12 est une
protéine intrinsequement non ordonnée (intrinsically disordered protein - IDP). Elle est
caractérisée par I'absence de structures secondaires en solution aqueuse et par la formation
d’hélices a en présence de SDS et du phospholipide PiP,. La liaison avec le PiP, suggére un
role dans la stabilisation de la membrane plasmique des levures. La protéine Hsp12 pourrait
ainsi avoir un réle de chaperonne de membrane. Une caractérisation organoleptique de la
protéine Hspl2 native purifiée a également été réalisée. Il apparait que la protéine Hsp12
entiere n’est pas responsable de la sucrosité mais plutét un ou des peptides issus de sa

digestion enzymatique.

Mots clés: Hspl2, Saccharomyces cerevisiae, Stress, Sucrosité, Chromatographie

multimodale, Protéine intrinsequement non ordonnée.

CBMN UMR 5248
Equipe « Structure et Activité des Macromolécules Biologiques »
146, rue Léo Saignat, 33076 Bordeaux Cedex



Abstract

Hsp12 is a heat shock protein (12 kDa) expressed by the yeast Saccharomyces
cerevisiage and associated with the stress response. Indeed, it has been shown that
transcripts of the HSP12 gene are expressed in response to different stresses. In addition,
the protein Hsp12 would be responsible for the sweetness of wine observed during the
autolysis of yeasts during vinification. However, the sweet taste could come from the entire
Hsp12, or from one or more peptides derived from Hsp12. The objective of this study was to
obtain the pure native Hsp12 protein from Saccharomyces cerevisiae culture in order to
understand its role, on the one hand in the stress response in yeast and on the other hand in

the sweetness of wine.

Cultures of the Saccharomyces cerevisiae Fx10 enological strain were made to study
the native Hsp12 protein. The production of the Hspl12 protein in response to different
stresses was studied during the cultures, thanks to an ELISA assay developed during this
study. It has thus been demonstrated that the Hspl12 protein is produced in significantly
greater quantities in response to thermal and osmotic stress. Ethanol stress causes a
decrease in the amount of Hspl2 protein. The native Hspl12 protein extracted from the
cultures was purified. A 3-step purification process has been developed. Several resins and
chromatographic conditions were screened in microplates. PPA HyperCel mixed-mode resin
has eliminated major contaminants due to its selectivity. Steric exclusion chromatography
allowed the removal of remaining contaminants and thus to obtain the native Hsp12 protein
with a purity of 99%. Various biophysical and calorimetric techniques were used to
characterize the purified native Hsp12 protein in the presence of model membranes. It has
thus been demonstrated that the Hsp12 protein is an intrinsically disordered protein (IDP). It
is characterized by the absence of secondary structures in aqueous solution and by the
formation of a helices in the presence of SDS and phospholipid PiP,. The binding with PiP,
suggests a role in the stabilization of the plasma membrane of yeasts. The Hsp12 protein
could thus act as a membrane chaperone. Organoleptic characterization of the purified
native Hsp12 protein was also performed. It appears that the entire Hsp12 protein is not
responsible for the sweetness but rather one or more peptides resulting from its enzymatic

digestion.

Keywords: Hspl2, Saccharomyces cerevisiae, Stress, Sweetness, Mixed-mode

chromatography, intrinsically disordered protein.
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Introduction générale

La protéine Hspl2 est une protéine de choc thermique (12 kDa) exprimée par la
levure Saccharomyces cerevisiae. Elle a ainsi fait 'objet de plusieurs études pour son
implication dans la réponse au stress. L'augmentation des transcrits du géne HSP12 en
réponse a différents stress (thermique, osmotique, éthanolique, privation de glucose) a été
mise en évidence. Il a également été montré que I'expression du gene HSP12 améliorait la
résistance des levures aux stress (thermique, éthanolique, dessiccation). Toutefois, la
protéine n’a jamais été quantifiée dans ces différentes conditions de stress. Des équipes se
sont également intéressées aux mécanismes responsables de la résistance aux stress
impliquant la protéine Hsp12. Les résultats suggerent que la protéine pourrait intéragir avec
les membranes des levures et moduler leur fluidité. Ce travail de thése vise ainsi a étudier la
production de la protéine Hspl12 en réponse a différents stress, et, son réle présumé de

chaperonne de membrane chez la levure.

Par ailleurs, la protéine Hsp12 pourrait étre responsable de la sensation de sucrosité
du vin. La sucrosité correspond a la perception d’un go(t sucré alors que le taux de sucre est
inférieur au seuil de perception. L’'augmentation de la sucrosité est observée lors de la
vinification au cours de |'autolyse des levures, qui entraine la libération de leur contenu
cellulaire (acides nucléigues, polysaccharides, protéines, ...) dans le vin. La société Laffort, en
collaboration avec I'Institut des Sciences de la Vigne et du Vin, s’est ainsi intéressée aux
molécules responsables de la sucrosité du vin. Des analyses sensorielles d’autolysats de
levure couplées a une analyse par spectrométrie de masse ont permis de mettre en évidence
que la sucrosité était corrélée a la présence de peptides issus de la protéine Hspl2.
L'implication de la protéine Hspl2 a été confirmée par une analyse sensorielle de vins
obtenus a partir de souches de levures exprimant ou n’exprimant pas la protéine Hsp12.
Cependant, le golt sucré pourrait provenir de la protéine Hspl2 entiére, ou, d’'un ou
plusieurs peptides qui en seraient issus. Ce travail de thése, en collaboration avec la société
Laffort et I'ISVV, vise ainsi a identifier le lien entre la sucrosité, la protéine Hsp12 entiére et
les peptides qui en sont issus. Pour la société Laffort, I'objectif est de pouvoir sélectionner,
puis commercialiser une souche de levure qui augmenterait la sucrosité du vin grace a la

libération de la protéine Hsp12 au cours de l'autolyse des levures.
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L’objectif de cette étude est ainsi d’obtenir la protéine Hsp12 native pure a partir de
culture de Saccharomyces cerevisiae afin de comprendre son rble, d’'une part dans la

réponse au stress chez la levure et, d’autre part dans la sucrosité du vin.

La premiére partie de ce mémoire est consacrée a la synthése bibliographique. Elle
décrit la protéine Hsp12 et les connaissances actuelles sur son réle dans la réponse au stress

chez la levure ainsi que dans la sucrosité du vin.

La deuxieme partie détaille le matériel et les méthodes utilisés au cours de cette
étude pour la culture des levures Saccharomyces cerevisiae, la purification, la caractérisation
physico-chimique et organoleptique de la protéine Hsp12 native. Le développement d’'une

méthode de dosage ELISA de la protéine Hsp12 est également décrit.

Dans la troisieme partie, la production de la protéine Hsp12 en réponse a différents
stress est évaluée. Des cultures de levures ont été menées en appliquant des stress
thermique, osmotique et éthanolique. La protéine Hsp12 a ensuite été quantifiée grace la

méthode de dosage ELISA développée.

Dans la quatrieme partie, la mise au point d’un procédé de purification de la protéine
Hsp12 native est présentée. Plusieurs résines et conditions chromatographiques ont été
criblées en microplaques. Les conditions sélectionnées ont été validées en colonnes. Le

procédé a ensuite été évalué dans sa globalité a I’échelle préparative.

La cinquieme partie présente la caractérisation de la protéine Hsp12 native purifiée.
Dans un premier temps, la caractérisation de la structure de la protéine est présentée. Celle-
ci a été réalisée grace a l'utilisation de techniques biophysiques et calorimétriques ainsi que
de membranes modéles biomimétiques. Dans un deuxiéme temps, la caractérisation

organoleptique de la protéine, réalisée grace a plusieurs analyses sensorielles, est détaillée.

La derniére partie est consacrée aux conclusions et aux perspectives résultant de ce

travail.

14
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Chapitre 1. Synthese bibliographique

1 Hspl2

1.1 Classification de la protéine Hsp12

En 1990, Praeklet et al ont identifié, chez Saccharomyces cerevisiae, un géne codant
pour une protéine de 12 kDa. lls le nomment ainsi HSP12, pour heat shock protein avec une
masse moléculaire de 12 kDa (Praekelt and Meacock, 1990). Ce géne a été mis en évidence a
partir d’une collection qui regroupe les genes induits lors de I'entrée en phase stationnaire
de la levure Saccharomyces cerevisiae. Une analyse des ARN de la levure par northern blot a
montré que le géne est également fortement exprimé suite a I'application d’un stress
thermique. Le géne HSP12 a été identifié uniquement chez Saccharomyces cerevisiae et
Candida albicans (Fu et al., 2012). Cette équipe a également analysé la protéine Hsp12 in
silico et a observé qu’elle présente une séquence trés hydrophile. A I'époque, ils ont classé
cette protéine parmi les protéines de choc thermique. Qu’en est-il actuellement avec les

nouvelles connaissances acquises sur la protéine Hsp12 ?

1.1.1 Hsp12, une protéine de choc thermique ?

1.1.1.1 Les Hsp : heat shock proteins

Les protéines de choc thermique (ou heat shock proteins — Hsp) sont une famille de
protéines ubiquitaires jouant un role clé dans la protection cellulaire. Elles sont fortement
conservées au cours de I'évolution et ont été retrouvées chez tous les organismes. Par
exemple, les protéines Hsp90 et Hsp70 font partie des protéines les plus conservées du
monde vivant (Lindquist and Craig, 1988). Cette conservation peut s’expliquer en partie par
le role essentiel des Hsp chez les organismes vivants. Elles sont classées selon leur masse
moléculaire a travers 6 groupes (Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40, et les small Hsp). Ces
protéines sont induites en réponse a différents stress, malgré leur appellation restrictive
faisant référence a leur découverte suite a un stress thermique (Ritossa, 1962). Ces stress

sont notamment le stress osmotique, la présence de certains composés comme les métaux
15



lourds, I'hypoxie, ... (Bellini et al., 2017). Ces différents stress entrainent plusieurs cascades
dont les acteurs centraux sont des facteurs de transcription. D’'une part, il y a les facteurs de
choc thermique (Heat shock factors — Hsf). La levure Saccharomyces cerevisiae ne posséde
gu’un seul facteur de choc thermique, nommé Hsfl. |l se lie aux éléments de choc thermique
(Heat Shock Elements — HSE) localisés au sein des régions promotrices des geénes
responsables de la réponse aux stress. D’autre part, le facteur de transcription Msn2
reconnait les éléments de réponse au stress (stress responsive elements — STRE), également
localisés au sein des régions promotrices des genes de réponse aux stress. La liaison de ces
facteurs de transcription entraine I’expression notamment des protéines Hsp et donc la mise
en place de la réponse aux stress (Morimoto and Westerheide, 2010). Les protéines Hsp sont
majoritairement des chaperonnes moléculaires puisqu’elles vont permettre la conformation
des protéines, prévenir leur agrégation et assister le protéasome pour la dégradation de
protéines irréversiblement endommagées. La protéine Hspl2 a été associée au groupe des

« small Hsp », du fait de sa masse moléculaire. Quelles sont les caractéristiques des sHsp ?

1.1.1.2 Les sHsp : small heat shock proteins

Bien que les protéines appartenant au groupe des sHsp présentent des séquences
diverses, elles partagent plusieurs caractéristiques communes (Haslbeck et al., 2005). Ce
sont des protéines chaperonnes qui se lient aux protéines dénaturées et préviennent
notamment la formation d’agrégats (Zhang et al., 2015). Leur expression est induite en
présence de conditions de stress. Au niveau structural, elles possedent un domaine a-
cristalline d’environ 90 acides aminés. L’architecture de ce domaine est conservée parmi les
sHsp malgré des séquences en acides aminés différentes. Ce domaine est constitué de deux
couches formées de 3 et 5 feuillets B antiparalléles face a face, connectés par une petite
boucle. Ce domaine peut se dimériser avec une autre sous unité en formant des feuillets B
composites (Van Montfort et al.,, 2002) (Figure 1). Le domaine a-cristalline est un motif
signature des sHsp. De plus, ces protéines sont caractérisées par une petite masse
moléculaire comprise entre 12 et 43 kDa. Toutefois elles sont connues pour former des
oligomeéres constitués de 9 a plus de 24 sous-unités et présentant des masses moléculaires

de 150 a 800 kDa (Chang et al., 1996; Haslbeck et al., 1999).
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Figure 1 : Structure de la protéine Hsp26, une sHsp de Saccharomyces cerevisiae.
A. Protéine sous forme monomérique.
B. Protéine sous forme oligomérique avec 16 sous-unités.

Au vu de ces différentes caractéristiques, la protéine Hsp12 peut-elle étre associée

aux sHsp ?

1.1.1.3 Hsp12, Hsp et sHsp

Le géne HSP12 est exprimé lorsque la levure est en phase stationnaire ou lors de
I'application d’un stress thermique, osmotique ou oxydatif (De Groot et al., 2000; Karreman
& Lindsey, 2005; Praekelt & Meacock, 1990). La régulation du géne HSP12 est sous la
dépendance de deux facteurs de transcription : Hsfl et Msn2. Ces facteurs se fixent sur des
petites séquences répétées, les HSE pour Hsfl et les STRE pour Msn2. Ces séquences sont
présentes au sein du promoteur du gene HSP12. Les facteurs Hsfl et Msn2 ainsi que les
séquences HSE et STRE sont des éléments spécifiques de la réponse aux stress et donc des
Hsp (Praekelt and Meacock, 1990; Martinez-Pastor et al.,, 1996; Kleinsmidt, 2010). Ces

éléments sont en faveur de I'appartenance de la protéine Hsp12 au groupe des Hsp.

Sa masse moléculaire de 12 kDa a été un argument pour la classer parmi les « small
Hsp » (sHsp). Néanmoins, la protéine Hspl2 ne posséde pas de domaine a-cristalline
(feuillets B) et elle a tendance a former des hélices a en présence de différents composés
(Welker et al., 2010). De plus, elle se présenterait uniquement sous forme de monomere
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contrairement aux sHsp qui forment des oligomeres (Welker et al., 2010). Enfin, concernant
son activité chaperonne, il est supposé qu’elle est une chaperonne de membrane, plut6t
gu’une chaperonne de protéine. En effet, elle pourrait interagir avec la membrane de

Saccharomyces cerevisiae et moduler sa fluidité (Welker et al., 2010).

Ces différents éléments montrent que la protéine Hspl2 a trés peu de
caractéristiques structurales et fonctionnelles communes avec les sHsp. Toutefois,
I'expression du gene HSP12 en présence de stress et sa régulation sont des éléments en
faveur de I'appartenance aux groupe des Hsp. Verghese et al propose ainsi de la classer
parmi les Hsp mais dans un groupe a part ou elle est la seule protéine (Verghese et al., 2012)

(Tableau I).

Tableau | : Tableau simplifié présentant les groupes de protéines Hsp ainsi que leurs fonctions chez
S. cerevisiae, d’aprés Verghese et al.

Hsp100 Prévention de I'agrégation des protéines
Hsp90 Assure la bonne conformation des protéines
Hsp70 Assure la bonne conformation des protéines
Hsp40 Cofacteur de Hsp70

sHsp Prévention de I'agrégation des protéines
Hsp12 Chaperonne de membrane ?

Certaines équipes ont également proposé de décrire la protéine Hsp1l2 comme une

protéine LEA-like (Late Embryogenesis Abudant) (Mtwisha et al., 1998).
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1.1.2 Hsp12, une protéine LEA-like ?

1.1.2.1 Les protéines LEA

En 1981, Léon Dure Il et al ont identifié plusieurs protéines qui sont accumulées en
grande quantité dans les graines de coton (Gosypium hirsutum) lors des derniéres étapes du
développement embryonnaire (Dure and Galau, 1981). Elles sont ainsi nommées les
protéines Late Embryogenesis Abundant (LEA) et leur expression est associée a la tolérance a
la dessiccation des plantes (Bartels, 2005). Cette famille de protéines a tout d’abord été
identifiée et étudiée chez les plantes. Puis, des protéines similaires ont été observées chez
les bactéries (Stacy and Aalen, 1998), les levures (Garay-Arroyo et al., 2000), les nématodes
(Solomon et al., 2000), etc... Chez ces organismes, |'expression de ces protéines n’est
évidemment pas reliée a la maturation des graines mais elles sont majoritairement
impliquées dans la tolérance a la dessiccation de ces organismes. D’autres stress
augmentant leur expression ont également été rapportés, comme la présence de sels et la
diminution de la température (Tunnacliffe and Wise, 2007). Wise et al ont proposé de classer
les protéines LEA selon 6 groupes, numérotés de 1 a 6, grace a une analyse bio-informatique
(Wise, 2003). La majorité des protéines LEA sont classées parmi les 3 premiers groupes ; les
groupes 4, 5 et 6 sont minoritaires et présentent des caractéristiques particulieres (Tolleter,

2007).

D’un point de vue structural, les protéines LEA des groupes 1, 2 et 3 possedent des
caractéristiqgues communes. Ce sont des protéines trés hydrophiles. En effet, le diagramme
d’hydropathie de Kyte et Doolittle montre que la majorité de la séquence d’une protéine LEA
donnée se situe dans la zone hydrophile (inférieur a 0) (Hand et al., 2011) (Figure 2). De plus
le score GRAVY, qui correspond a la moyenne des scores d’hydropathie de chaque acide
aminé rapportée au nombre total d’acides aminés, est souvent tres négatif marquant le

caractére tres hydrophile des protéines LEA.
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Figure 2 : Diagramme d’hydropathie pour deux protéines LEA : AfrLEA1 et AfrLEA2, indiquant un
fort caractére hydrophile avec des valeurs inférieures a zéro, d’aprés Hand et al.
D’apres I’échelle de Kyte et Doolittle (Kyte and Doolittle, 1982), plus les acides aminés sont
hydrophiles, plus ils possédent un score négatif et plus ils sont hydrophobes, plus ils ont un score
positif.

Ces protéines sont également caractérisées par I'absence ou la faible proportion de
cystéine et de tryptophane et la prépondérance de glycine, alanine, glutamate, lysine,
arginine et thréonine. De plus, toutes les LEA des groupes 1, 2 et 3 étudiées a ce jour, ont
révélé la présence importante de structures non ordonnées en solution. Elles sont ainsi
considérées comme des protéines intrinsequement non ordonnées (intrinsically disordered
protein — IDP) (Battaglia et al., 2008). Les IDP sont des protéines qui ne possédent pas de
structure 3D stable et totalement ordonnée et qui peuvent acquérir une conformation dans
certaines conditions ou en se liant a différentes molécules (Tompa et al., 2015). Dans le cas
des protéines LEA, certaines protéines ont montré leur capacité a former des structures
secondaires, principalement des hélices a, lors de la dessiccation (Goyal et al., 2003; Tolleter,
2007). De plus, les protéines LEA ne sont pas dénaturées lors d’une incubation a haute

température (Russouw et al., 1997), autre caractéristique des protéines IDP.

Afin de comprendre le mode d’action des protéines LEA, des équipes ont étudié leur
interaction avec des liposomes constitués de différents phospholipides. lls ont ainsi montré
que certaines protéines LEA étaient capables de se lier aux phospholipides. Cette liaison
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entraine I'apparition de structures secondaires au sein des protéines et la modification du
comportement des liposomes (Koag et al., 2003; Tolleter, 2007). Ceci met en évidence un
possible réle dans la stabilisation des membranes lors de la présence d’un stress. Cette
famille de protéine est tres diversifiée car des protéines LEA sont retrouvées chez la plus
part des organismes, prés de 400 protéines font partie de la famille des LEA. Il est donc

difficile de généraliser leur mode d’action et cela reste une question importante a étudier.

Au vu de ces différentes caractéristiques, est-ce que la protéine Hspl12 peut étre

associée aux protéines LEA ?

1.1.2.2 Hsp12, une protéine LEA-like ?

La protéine Hspl2 est une protéine trés hydrophile possédant un score moyen
d’hydropathie négatif (-0,79). Elle est riche en alanine, glycine, glutamate et lysine, comme
les protéines LEA (Mtwisha et al., 1998). L'analyse de la structure de la protéine
recombinante Hsp12 par dichroisme circulaire a révélé I'absence de structure secondaire en
solution aqueuse. Elle a également montré que la protéine Hspl2 pouvait acquérir une
structure secondaire sous forme d’hélice a en se liant au SDS (Welker et al., 2010). De plus, il
a été montré que l'incubation a 80°C de la protéine Hsp12 n’entrainait pas sa précipitation,
elle reste soluble (Mtwisha et al., 1998). La protéine Hsp12 semble donc étre une protéine
intrinséquement non ordonnée (IDP), comme la majorité des protéines LEA. Il a également
été montré que la protéine Hsp12 peut se lier a certains phospholipides, ce qui suggere son
role possible dans la stabilisation des membranes des levures (Sales et al., 2000; Welker et
al., 2010). Enfin, il a été démontré que la protéine Hsp12 est impliquée dans la tolérance a la
dessiccation chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Kim et al., 2018). Ces différents
résultats montrent que la protéine Hspl2 possederait une structure et une fonction tres

proche des protéines LEA.

1.1.3 Conclusion

Pour résumer, la protéine Hspl2 ressemble particulierement aux protéines LEA, du

fait de sa composition en acides aminés, de son appartenance a la classe des protéines IDP,
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de son réle dans la résistance a la dessiccation et de son possible role dans la stabilisation
des membranes. Toutefois, I'expression de la protéine Hsp12 est régulée par des voies de
stress spécifiques aux Hsp. Elle est notamment exprimée en réponse au stress thermique, ce
qui n’est pas observé dans le cas des protéines LEA. La régulation et le role de la protéine
Hsp12 la situent indéniablement comme une Hsp mais qui pourrait étre classée a part,
comme l'avait souligné Verghese et al. La protéine Hspl2 serait donc a la croisée de ces 2

familles en partageant ainsi des caractéristiques spécifiques a chacune d’elles.

1.2 Généralités sur la protéine Hsp12

1.2.1 Propriétés physico-chimiques

La protéine Hsp12 est composée de 109 acides aminés avec une masse moléculaire
théorique de 11692,7 Da. C'est une protéine riche en alanine, glycine, aspartate, glutamate
et lysine. Ces 5 acides aminés représentent 50% des acides aminés totaux. Elle est constituée
en majorité d‘acides aminés polaires, incluant 37% d’acides aminés chargés. Le caractére
hydrophile de la protéine Hsp12 est évalué par le diagramme d’hydropathie selon I'échelle

de Kyte et Doolittle (Figure 3).
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Figure 3 : Diagramme d’hydropathie de la protéine Hsp12 selon I’échelle de Kyte et Doolittle.
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Le diagramme d’hydropathie de la protéine Hsp12 montre que la majorité des acides
aminés possedent des valeurs négatives. Ceci est confirmé par un score GRAVY de -1,209
signifiant que la protéine est tres hydrophile. Concernant les acides aminés plus
hydrophobes, ils ne sont pas rassemblés dans un bloc mais sont situés le long de la séquence
a des intervalles réguliers. Le coefficient d’extinction molaire de la protéine Hsp12 est de
5960 M'.cm™ & 280 nm, ce qui est relativement faible. A titre de comparaison, le coefficient
d’extinction molaire de la BSA est de 42925 M™.cm™ & 280 nm. Ceci est lié¢ a I'absence de
tryptophane et a la présence de seulement 4 tyrosines, qui sont les deux acides aminés
principalement responsables de I'absorbance des protéines a 280 nm. Le point isoélectrique
théorique de la protéine est de 5,22 et elle posséde une charge nette de -3,8 a pH 7. Ces
propriétés physicochimiques ont été obtenues grace a l'outil d’analyse bio-informatique

ProtParam de la plateforme Expasy et sont résumées dans le tableau suivant (Tableau Il).

Tableau Il : Propriétés physico-chimiques de la protéine Hsp12

Nombre d’acides aminés 109
Masse moléculaire 11692,7
Nombre total de résidus chargés positivement 20

(His, Lys, Arg)

Nombre total de résidus chargés négativement 22

(Asp, Glu)

Nombre total de résidus aromatiques 8
Nombre total de résidus aliphatiques 11
Grand average of hydropathicity (GRAVY) -1,209
pl théorique 5,22
Charge nette a pH 7 -3,8
Coefficient d’extinction molaire (280 nm) 5960 Mt.cm™

1.2.2 Structure

La structure de la protéine Hspl2 recombinante a tout d’abord été étudiée par

dichroisme circulaire afin d’identifier les structures secondaires de la protéine. L'absence de
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structures secondaires en solution aqueuse a ainsi été montrée. Puis il a été mis en évidence
que la protéine Hsp12 pouvait acquérir une structure secondaire sous forme d’hélices a en
se liant au SDS (Welker et al., 2010; Singarapu et al., 2011). Il a été également montré que la
protéine Hspl12 pouvait former des hélices a en présence de certains phospholipides
(Welker et al., 2010; Kim et al., 2018). Ceci suggére un rble possible de la protéine Hsp12 en
lien avec la membrane plasmique des levures. Plusieurs phospholipides ont été testés et il
apparait que la protéine Hspl2 se structure uniquement en présence de phospholipides
possédant une charge négative (les dérivés du phosphatidylglycérol et du
phosphatidylinositol). Ces résultats obtenus grace au dichroisme circulaire ont également
été confirmés par RMN (Singarapu et al., 2011). Afin de préciser la position des hélices au
sein de la séquence de la protéine, des prédictions de structures secondaires ont été
réalisées. Ces prédictions ont mis en évidence 4 hélices a possédant un caractere amphiphile
(Welker et al., 2010). Afin de confirmer ces prédictions, des analyses par RMN ont été
réalisées sur la protéine Hspl2 en présence de SDS. Il a été montré que les résidus
hydrophobes sont majoritairement rassemblés d’un c6té des hélices alors que les résidus
chargés sont localisés sur le c6té opposé, comme montré dans la Figure 4 (Singarapu et al.,

2011; Herbert et al., 2012).
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Figure 4 : Représentation des hélices observées sur la protéine Hsp12 en présence de SDS, d’apreés
Herbert et al.

A. Les 4 hélices a sont représentées sous forme de ruban et colorées de la partie N-terminale (bleu)
a la partie C-terminale (rouge).

B.C. Analyse de la distribution des charges avec les résidus hydrophobes colorés en vert et les
résidus chargés colorés en rouge sous forme de ruban (B) et de surface (C).
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Les auteurs suggérent que cette conformation pourrait permettre une localisation
membranaire de la protéine Hsp12. Les hélices pourraient étre en partie enchassées dans la
bicouche lipidique grace aux résidus hydrophobes et les charges positives pourraient étre
liges par des interactions électrostatiques aux tétes des phospholipides chargées

négativement.

La protéine Hsp12 a donc un comportement particulier puisque elle ne présente pas
de structures secondaires en solution mais a la capacité de former des hélices a en présence
de certaines molécules comme le SDS et des phospholipides. Ce comportement a déja été
observé chez certaines protéines intrinsequement non ordonnées (intrinsically disordered

protein — IDP) (Szollosi et al., 2008).

1.2.3 Hsp12, une protéine IDP ?

Les IDP sont des protéines qui ne possedent pas de structure 3D stable et totalement
ordonnée et qui peuvent acquérir une conformation en se liant a différentes molécules. De
plus, les protéines IDP possedent d’autres caractéristigues communes comme notamment
un fort caractére hydrophile, une majorité de résidus chargés, une minorité de résidus
hydrophobes et une résistance aux températures élevées (Tompa et al., 2015). La protéine
Hspl2 possede différentes caractéristiques spécifiques des protéines IDP. Qutre sa
structuration en présence de certaines molécules, c’est une protéine trés hydrophile comme
il a été montré précédemment au travers du diagramme d’hydropathie et du GRAVY. Elle
possede 37% de résidus chargés et seulement 17% de résidus hydrophobes. Il a également
été montré que l'incubation a 80°C de la protéine Hspl2 n’entrainait pas sa précipitation
(Mtwisha et al., 1998). Par conséquent, au vu de ces caractéristiques, il a été admis que la
protéine Hsp12 est une protéine IDP et que cette structure particuliere est probablement en
lien avec sa fonction physiologique chez la levure. Toutefois, les analyses structurales et
fonctionnelles ont été réalisées avec la protéine Hspl2 recombinante, il serait donc

intéressant de confirmer ces résultats avec la protéine Hsp12 native.
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2 Hsp12, une protéine de stress

2.1 Stress responsables de I'expression d’'Hsp12

La protéine Hspl2 a fait I'objet de plusieurs études afin d’identifier les stress
responsables de I'expression de la protéine. La plupart des études se sont uniquement
intéressées aux transcrits du gene HSP12. Cependant, plusieurs études ont montré que la
quantité d’ARNm n’est pas toujours corrélée a la quantité de protéines traduites (De Sousa
Abreu et al., 2009; Maier et al., 2009). En effet, chez la levure la quantité de protéine est
corrélée a la quantité d’ARNm pour seulement un tiers des protéines. Cela est di
notamment aux nombreux parameétres influencant la synthese et la dégradation des ARNm
et des protéines, comme par exemple : le taux de transcription, le taux de traduction ou
encore la demi-vie des ARNm et des protéines (Schwanhiiusser et al., 2011). Il n’est donc pas
évident de relier directement la quantité de transcrits d’un géne a la quantité de protéine
réellement présente. Toutefois, une quantification indirecte de la protéine Hspl2 a été
réalisée a I'aide d’une protéine de fusion constituée de la protéine Hsp12 et de la GFP, sous

la dépendance du promoteur du géne HSP12 (Karreman and Lindsey, 2005).

Cing stress ont été étudiés au travers des différentes études : le stress thermique,

osmotique, oxydatif, I'ajout d’éthanol et la privation de glucose.

2.1.1 Stress thermique

L'impact du stress thermique sur I'expression des transcrits du gene HSP12 a été
largement étudié. Lors de la découverte de la protéine Hsp12, Praeklet et al ont montré que
I'incubation a 37°C pendant 40 min d’une culture précédemment menée a 25°C, entrainait
une augmentation importante des transcrits du géne HSP12 (Praekelt and Meacock, 1990).
Ce fut le premier argument en faveur de I'expression du géne HSP12 suite a |'application
d’'un stress thermique. Puis, Martinez et al ont confirmé, dans les mémes conditions,
I'augmentation des transcrits du géne HSP12 a partir de 15 min d’incubation a 37°C et
jusgu’a 45 min (Martinez-Pastor et al., 1996). D’autres études ont analysé plusieurs souches
de Saccharomyces cerevisiae en parallele. Elles ont également mis en évidence

I'augmentation des transcrits du gene HSP12, suite a l'incubation a 40°C pendant 1h de
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plusieurs cultures précédemment menées a 30°C. Les résultats montrent que les quantités
de transcrits sont multipliées par 2 et jusqu’a 9 selon les souches (lvorra et al., 1999;
Carrasco et al., 2001). Les différentes études corroborent le fait que les transcrits du gene

HSP12 augmentent suite a I'application d’un stress thermique.

Afin de décrire I'expression de la protéine Hspl2, Karreman et al ont étudié une
protéine de fusion formée de la protéine Hspl2 couplée a la protéine GFP (Green
Fluorescent Protein). Les levures génétiquement modifiées ont été cultivées a 30°C, puis la
température a été augmentée a 37°C. Le suivi de la fluorescence de la GFP a montré une
augmentation de l'intensité de fluorescence pour les levures ayant subi le stress thermique
par rapport aux levures restées a 30°C. Cela signifie que la protéine de fusion Hsp12-GFP est
traduite en plus grande quantité suite a I'augmentation de la température. Cette étude
montre un lien entre le stress thermique et la traduction de la protéine (Karreman and
Lindsey, 2005). Toutefois, cette étude est réalisée avec une protéine de fusion recombinante
(Hsp12-GFP) et a I'aide de levures modifiées génétiquement. Il serait donc intéressant de
quantifier directement la protéine Hsp12 native chez Saccharomyces cerevisiae suite a un

stress thermique.

2.1.2 Stress osmotique

Le stress osmotique est réalisé par I'ajout de sels ou de polyols (mannitol, sorbitol)
dans le milieu de culture. Ces composés vont attirer I'eau intracellulaire et donc les cellules
vont se déshydrater. Cela va entrainer des modifications structurales et fonctionnelles des
levures (Morris et al., 2019). Plusieurs études ont montré que I'ajout de 400 mM de NaCl, au
cours de la phase exponentielle d’'une culture de levure, entraine une augmentation
importante des transcrits du gene HSP12 (Martinez-Pastor et al., 1996; Amords and Estruch,
2001). Ivorra et al ont étudié I'impact de I'ajout de 1 M de sorbitol sur plusieurs souches de
levures. Les résultats ont montré que les quantités de transcrits du géne HSP12 sont
multipliées par 2 et jusqu’a 7 selon les souches (Ivorra et al., 1999). Comme pour le stress
thermique, ces études ont montré uniquement l'augmentation des transcrits du gene

HSP12.
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Afin de décrire I'expression de la protéine Hspl2, Karreman et al ont également
étudié I'impact du stress osmotique grace a la protéine de fusion Hsp12-GFP. lls ont montré
que lintensité de fluorescence augmente suite a I'ajout 400 mM de NaCl dans le milieu au
cours de la phase exponentielle (Karreman and Lindsey, 2005). Il apparait donc que la
protéine de fusion Hsp12-GFP est traduite suite a I'ajout de 400 mM de NaCl. Ces résultats
confirment donc les observations précédentes. Toutefois comme pour le stress thermique, il
serait intéressant de quantifier directement la protéine Hsp12 native chez Saccharomyces

cerevisiae suite a un stress osmotique.

2.1.3 Stress éthanolique

Ivorra et al ont étudié I'impact de 'ajout de 8% d’éthanol sur plusieurs souches de
levure. Les résultats ont montré que les quantités de transcrits du gene HSP12 sont
multipliées par 2 et jusqu’a 13 selon les souches (lvorra et al., 1999). Une autre étude a
également montré 'augmentation de la quantité des transcrits du gene HSP12 suite a I'ajout

de 10% d’éthanol (Izawa et al., 2008).

Afin de décrire I'expression de la protéine Hsp12, Karreman et al ont également
étudié I'impact de I'ajout d’éthanol grace a la protéine de fusion Hsp12-GFP. Ils ont montré
qgue l'intensité de fluorescence augmente lentement suite a I'ajout de 7% d’éthanol dans le
milieu au cours de la phase exponentielle (Karreman and Lindsey, 2005). Il apparait donc que
la protéine de fusion Hsp12-GFP est exprimée suite a I'ajout de 7% d’éthanol. Ces résultats
confirment donc les observations précédentes. Toutefois, il serait intéressant de quantifier
directement la protéine Hspl2 native chez Saccharomyces cerevisiae suite a I'ajout

d’éthanol.

2.1.4 Stress par privation de glucose

Il a été observé précédemment que le géne HSP12 était transcrit lorsque les levures
sont en phase stationnaire (cf. 1 Hsp12). La phase stationnaire se traduit par un arrét de la
multiplication des levures a cause de I'épuisement des substrats, notamment le glucose.

Ivorra et al ont donc évalué I'impact de la privation de glucose sur I'expression du géne
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HSP12. Pour cela, ils ont transféré des levures, au cours de la phase exponentielle, d’un
milieu riche en glucose a un milieu qui en est dépourvu. Les résultats ont montré que les
quantités de transcrits du gene HSP12 sont multipliées par 2 et jusqu’a 28 selon les souches
(Ilvorra et al., 1999). Toutefois, il faut noter que le transfert des levures d’un milieu a l'autre
peut étre un facteur stressant qui n’est pas pris en compte dans cette analyse. Une autre
étude s’est intéressée a I'expression du géne HSP12 lorsque du glucose est ajouté dans le
milieu de culture. lls ont montré que la transcription du géne HSP12 est réprimée en
présence de glucose (De Groot et al., 2000). Ainsi I’expression du gene HSP12 est stimulée
lors de la privation de glucose de maniére réversible lorsque du glucose est ajouté dans le
milieu. L'absence de glucose est probablement un des éléments permettant d’expliquer
I'expression du géne HSP12 lors de la phase stationnaire. Par ailleurs, afin d’étudier I'impact
d’un stress sur la production de la protéine Hsp12, il est ainsi pertinent de "appliquer une
fois la totalité du glucose consommée pour éviter la répression de la transcription du géne

HSP12.

2.1.5 Stress oxydatif

Ivorra et al ont étudié I'impact de I'ajout de 5 mM de peroxyde d’hydrogéne pendant
1h sur plusieurs souches de levures. Les résultats ont montré que les quantités de transcrits
du gene HSP12 sont multipliées par 5 et jusqu’a 35 selon les souches (lvorra et al., 1999). Ces

résultats suggerent donc un lien entre le stress oxydatif et I'expression du gene HSP12.

2.1.6 Conclusion

D’aprés ces différentes études, I'expression du gene HSP12 est sous la dépendance
de plusieurs stress : thermique, osmotique, oxydatif, éthanolique et privation de glucose.
L'augmentation des transcrits du gene HSP12 peut étre un marqueur de stress intéressant
chez Saccharomyces cerevisiae. En effet, c’est un microorganisme possédant un grand
intérét biotechnologique. Il est important de maitriser I'impact des conditions
environnementales sur la levure, en particulier de détecter son état de stress. L’utilisation

d’une méthode de détection et de quantification de la protéine Hspl2 le permettrait. Cela
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permettrait également de comparer la réponse au stress de différentes souches de levure.
Pour compléter les résultats concernant les transcrits du gene HSP12, il faudrait néanmoins

vérifier la quantité de protéine Hsp12 traduite en réponse a ces différents stress.

Quel est le r6le de la protéine Hsp12 dans la résistance aux stress ?

2.2 Role d’'Hsp12 dans la résistance aux stress

La résistance au stress reflete I'effet du stress sur la survie des levures. Elle peut étre
évaluée grace a la mesure de la viabilité cellulaire suite a I'application d’un stress. Pour
connaitre le réle de la protéine Hsp12 dans la résistance, trois types de souches de levures
ont été comparées: des souches sauvages exprimant le géne HSP12, des souches sur-
exprimant le gene HSP12 et des souches dont le gene HSP12 est inactivé. La viabilité des
différentes souches a ensuite été comparée a la quantité de transcrits du géne HSP12. Dans
la littérature, I'impact de trois stress a été évalué : la dessiccation, le stress thermique et le

stress éthanolique.

2.2.1 Résistance a la dessiccation

Plusieurs études se sont intéressées a la surexpression du gene HSP12. Kim et al ont
montré que la surexpression du gene HSP12 permet d’augmenter significativement la
viabilité des levures soumises a un processus de dessiccation (Kim et al., 2018). Afin de
comprendre le réle de la protéine Hsp12 sur la viabilité des levures, Sales et al ont analysé
des liposomes en présence de concentrations croissantes de protéine Hspl2. Aprés un
processus de dessiccation, plus la quantité de protéine Hsp12 est importante, plus I'intégrité

des liposomes est conservée (Sales et al., 2000).

Kim et al ont également montré que, chez des levures soumises a un processus de
dessiccation, I'inactivation du gene HSP12 n’entraine pas de diminution de la viabilité des
levures. En revanche, l'inactivation de la voie de synthese du tréhalose entraine une
diminution de la viabilité des levures. Lorsque que cette inactivation est couplée a celle du

géne HSP12, la viabilité des levures est encore plus diminuée. Le tréhalose s’intercalerait
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dans les membranes pour éviter 'apparition de dommages membranaires causés par la
dessiccation. En cas de dommages au niveau de la membrane, la protéine Hspl2
interviendrait alors pour la remodeler (Kim et al.,, 2018). Ces résultats suggérent une

synergie entre ces deux acteurs lors de la dessiccation des levures.

2.2.2 Résistance au stress thermique

Pacheco et al ont comparé 2 souches de levures : une souche sauvage et une souche
sur-exprimant le géne HSP12. Suite a 'application d’un stress thermique a 50°C, la viabilité
des levures sur-exprimant le géne HSP12 est supérieure a celle des levures sauvages (80%
contre 50%) (Pacheco et al., 2009). |l existerait donc une relation entre les transcrits du géne

HSP12 et la résistance au stress thermique.

2.2.3 Résistance au stress éthanolique

Sales et al ont comparé la viabilité de 2 souches de levures en présence de quantités
croissantes d’éthanol. Ils ont utilisé une souche sauvage et une souche dont le gene HSP12 a
été inactivé (AHSP12). En présence de 10% d’éthanol, la viabilité de la souche AHSP12 est
inférieure a celle de la souche sauvage. En présence de 12% d’éthanol, la souche AHSP12
n’est plus viable alors que la souche sauvage possede toujours une viabilité de 75% (Sales et
al., 2000). Il existerait donc une relation entre la présence du gene HSP12 et la résistance des

levures au stress éthanolique.

2.2.4 Conclusion

Ces différentes études montrent que la protéine Hspl2 est impliquée dans la
résistance des levures a la dessiccation, au stress thermique et éthanolique. L’expression du
géne HSP12 est donc favorisée par plusieurs stress et pourrait participer a la résistance des
levures aux stress. Quels mécanismes interviennent pour réguler I'expression du géne

HSP12?
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2.3 Régulation de I'expression du géne HSP12

Chez la levure, la réponse générale aux stress est gouvernée principalement par deux
voies : la voie de réponse aux chocs thermiques avec I'action du facteur de transcription Hsf1l
et la voie générale de réponse aux stress avec les facteurs Msn2 et Msn4. Ces différents

facteurs de transcription interviennent dans la régulation du I'expression du gene HSP12.

2.3.1 Hsf1

Le facteur Hsfl (Heat shock factor 1 — facteur de choc thermique 1) est un facteur de
transcription impliqué dans I'expression des génes HSP, dont HSP12 (Boy-Marcotte et al.,
1999). Le facteur Hsfl est une protéine de 150 kDa constituée d’'un domaine de liaison a
I’ADN, 3 leucine zipper responsables de la trimérisation du facteur et 2 domaines de trans-
activation en position N-terminale et C-terminale. La forme active du facteur de
transcription est un homotrimére du facteur Hsfl (Bonner et al., 1994). La forme trimérique
peut se lier a certaines séquences cibles nommeées éléments de choc thermiques (Heat shock
elements — HSE). Les HSE sont constitués de multiples séquences pentamériques nGAAn et
NTTCn (ou « n» peut étre n'importe quel nucléotide) qui permettent la liaison avec les
trimeres Hsfl (Sorger and Pelham, 1987). Ces éléments sont situés au sein des promoteurs
des genes HSP et notamment du géne HSP12 (Praekelt and Meacock, 1990; Erkina and
Erkine, 2006) (Figure 5A).

Un modele de régulation du facteur Hsfl par les protéines chaperonnes a été
proposé en 2007 par Voellmy pour les eucaryotes (Voellmy and Boellmann, 2007). Ce
modele repose sur l'inhibition du facteur Hsfl par les protéines chaperonnes Hsp70 et
Hsp90. En I'absence de stress, le facteur Hsfl est sous la forme de monomere associé a la
protéine Hsp70 ou Hsp90 dans le cytoplasme. Le facteur est donc inactif et il n’y a pas de
transcription des génes. La levure posséde une particularité, puisqu’il a été montré qu’une
partie du facteur Hsfl est liée constitutivement aux HSE (Jakobsen and Pelham, 1988). Les
génes, dont le géne HSP12, sont donc exprimés a un niveau basal. En présence d’un choc
thermique, la quantité de protéines non conformées va augmenter dans la cellule. Les

protéines chaperonnes vont alors se lier préférentiellement a ces protéines pour assurer le
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bon fonctionnement de la levure. D'importantes quantités de facteur Hsfl sont ainsi libérées
et peuvent donc former des homotrimeres. Ces trimeres vont entrer dans le noyau, étre
phosphorylés et se fixer aux HSE (Figure 5B). Les transcrits du géne HSP12 seront alors en
quantité supérieure par rapport au niveau basal (Holmberg et al., 2001). Si la cellule retrouve
des conditions optimales, la quantité de protéines non conformées va chuter. Ainsi, I'exces
de protéines chaperonnes va entrainer une diminution de l'activité du facteur Hsfl. La
transcription des génes HSP sera ainsi diminuée, au niveau basal (Richter et al., 2010). Le
facteur Hsfl chez Saccharomyces cerevisiae, a ainsi une activité transcriptionelle basale et de
grandes quantités sont rapidement mobilisables lors d’'un stress thermique. Cette voie

répond principalement au stress thermique.
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2.3.2 Msn2 et Msn4

La deuxieme voie de régulation des genes HSP est menée par les facteurs Msn2 et
Msn4 (multicopy suppressor of SNF1 mutation). Ces deux facteurs ont des séquences et des
roles similaires, ils sont donc associés dans la régulation de la réponse au stress. Ce sont des
protéines en doigts de zinc qui ont la capacité de se fixer a 'ADN afin de réguler la
transcription des génes impliqués dans la réponse aux stress dont le gene HSP12 (Martinez-
Pastor et al.,, 1996; Amords and Estruch, 2001). lls reconnaissent spécifiquement des
séquences nommeées éléments de réponse aux stress (stress responsive elements — STRE).
Ces éléments sont caractérisés par une ou plusieurs séquences pentamériques CCCCT ou
AGGGG et sont situés dans les régions promotrices des genes de réponse aux stress (Estruch,
2000). Ces éléments sont présents notamment au sein du promoteur du géne HSP12 (Varela

et al., 1995; Boy-Marcotte et al., 1999) (Figure 5A).

La régulation des facteurs Msn2 et Msn4 est trés complexe. lls sont régulés par
plusieurs voies de signalisation qui ont une action sur la localisation des facteurs et/ou leur
activation (Figure 5B). Les différentes voies impliquées sont : la voie de la protéine kinase A,
la voie TOR, la voie HOG MAPK. Pour qu’il y ait une expression du géne HSP12, les facteurs
Msn2 et Msn4 doivent étre localisés dans le noyau et étre actifs (Gutin et al., 2015). Par
exemple, il a été montré que lors d’un stress thermique, I'activité de la protéine kinase A est
faible dans le cytoplasme. Cela entraine I'accumulation des 2 facteurs de transcriptions dans
le noyau et ainsi 'augmentation des transcrits associés. A l'inverse, une importante activité
de la protéine kinase A induit une diminution de la localisation nucléaire de Msn2 et Msn4.

Ils ne peuvent donc pas induire la transcription des genes associés (Gorner et al., 1998).

La régulation de Msn2 et Msn4 par plusieurs voies de signalisation permet
d’expliquer leur implication dans de nombreux stress tels que les stress thermique, oxydatif,

osmotique, éthanolique ou la privation de glucose (Martinez-Pastor et al., 1996).

2.3.3 Conclusion

Les différents stress (thermique, osmotique, oxydatif, éthanolique, privation de

glucose) sont intégrés par les cellules selon deux voies de signalisation spécifiques de la
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réponse aux stress (Figure 5B). Ces stress menent ainsi a ’activation et au déplacement dans
le noyau de trois facteurs de transcription Hsfl, Msn2 et Msn4. Le facteur Hsfl va
reconnaitre les séquences HSE et les facteurs Msn2 et Msn4 vont reconnaitre les séquences
STRE dans la région promotrice du géne HSP12 (Figure 5A). Le gene HSP12 est donc régulé
par ces 2 voies de réponse aux stress, ce qui n’est pas le cas pour tous les génes HSP. Cette
particularité permet d’expliquer sa forte expression en réponse a une multitude de stress et
en fait donc un marqueur de stress intéressant chez la levure. Une fois la protéine Hsp12

traduite, quelle est son réle ?

2.4 Hsp12, une chaperonne de membrane ?

La protéine Hspl2 pourrait interagir avec la membrane plasmique de la levure. En
effet, des analyses par immunocytochimie ont révélé que la protéine Hsp12 est localisée au
niveau de la membrane plasmique (Sales et al., 2000). De plus, il a été montré que la
protéine Hspl2 pouvait interagir avec certains phospholipides sous forme de liposomes
(Welker et al., 2010; Kim et al., 2018). Cette interaction conduit a I'apparition de structures
secondaires (hélices o). Plusieurs phospholipides ont été testés et il apparait que la protéine
Hsp1l2 se lie uniquement avec ceux possédant une charge négative (les dérivés du
phosphatidylglycérol (PG) et du phosphatidylinositol (Pl)). Il a également été montré que la
protéine Hspl2 entrainait la rigidification d’une bicouche lipidique constituée de PG
(Welker et al., 2010). Les auteurs ont ainsi suggéré une liaison de la protéine Hsp12 aux
phospholipides de la membrane plasmique des levures, et un possible role de la protéine
dans la stabilisation de la membrane via la modulation de sa fluidité. Toutefois ces résultats
ont été obtenus avec des liposomes de PG, un phospholipide qui n’existe pas chez les
levures. Il serait donc intéressant d’étudier l'interaction de la protéine Hspl2 avec des
phospholipides présents dans la membrane plasmique des levures, afin de se rapprocher au

plus pres des conditions physiologiques.

Traditionnellement, lorsque I'on évoque les protéines Hsp, elles sont associés a leur
activité chaperonne pour des protéines non conformées. La protéine Hsp12, quant a elle,
pourrait interagir avec les phospholipides comme une chaperonne de membranes et ce n’est
pas la seule protéine de stress a avoir ce réle. En effet, des protéines Hsp peuvent interagir
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avec la membrane plasmique chez différents organismes (Horvath et al., 2008). C’est le cas
par exemple de la protéine Hspl17 de la cyanobactérie Synechocystis sp (Tsvetkova et al.,
2002), HspA de la cyanobacterie Synechococcus vulcanus (Nitta et al., 2005), Hsp29 de
I’eukaryote Toxoplasma gondii (De Miguel, Echeverria and Angel, 2005) et Hspb2 des cellules
humaines (Nakagawa et al, 2001). La protéine Hspl7 a été largement étudiée. Cette
protéine interagit avec des phospholipides et préférentiellement ceux chargés
négativement. Cette interaction entraine une augmentation de I'ordre des lipides ainsi
gu’une augmentation de la viscosité, traduisant une augmentation globale de la rigidité de la
membrane. Par conséquent, I’association de la protéine Hsp17 aux membranes permettrait
de préserver l'intégrité structurale et fonctionnelle des membranes en cas de stress
(Tsvetkova et al., 2002). La protéine Hsp12 présente des similarités avec la protéine Hsp17. Il
serait alors pertinent d’explorer l'interaction de la protéine Hspl2 avec des bicouches

lipidiques et de voir si la protéine préserve leur intégrité.
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3 Hsp12, une protéine sucrée

Cette thése s’inscrit dans une collaboration avec I'entreprise BiolLaffort et I'unité de

recherche (Enologie de I'ISVV afin d’étudier le réle de la protéine Hsp12 sur le go(t du vin.

Le vin est un produit complexe, constitué de plusieurs milliers de composés dont
seulement une petite partie est connue. Parmi ces composés, certains possédent des
propriétés organoleptiques et peuvent ainsi participer au golt du vin. Les saveurs du vin
sont liées en partie aux molécules présentes dans les raisins, mais elles vont évoluer au cours
de la vinification et jusqu’a la dégustation. Les composés responsables de I'acidité ont fait
I'objet de nombreuses études et sont actuellement bien connus (Ribéreau-Gayon et al.,
2017). Ce sont les acides organiques, avec notamment les acides tartrique, malique et
lactique. Concernant I'amertume, des composés phénoliques ont été identifiés comme
responsable en partie de cette saveur (Hufnagel and Hofmann, 2008). La saveur sucrée des
vins secs, quant a elle, est la moins expliquée au niveau moléculaire. A ce stade, il faut
distinguer le caractéere sucré des vins moelleux de celui des vins secs. En effet dans les vins
moelleux, le gout sucré est d au glucose et au fructose du raisin, non transformés par les
levures. Par contre dans les vins secs, le goQt sucré ne peut étre attribué aux sucres car leurs
teneurs sont inférieures a leurs seuils de perception. On parle alors dans ce cas de

« sucrosité » car il n’y a pas de sucres. Quelles sont les déterminants de la sucrosité ?

3.1 Les déterminants de la saveur sucrée des vins secs

3.1.1 Impact des lies de levures sur la saveur sucrée

3.1.1.1 Les lies de levures

Lors de la vinification, la levure Saccharomyces cerevisiae est utilisée pour réaliser la
fermentation alcoolique. Elle permet de transformer le glucose et le fructose du raisin en
éthanol. A la fin de la fermentation alcoolique, les levures meurent suite a I'épuisement des
sucres ou lorsque le taux d’alcool devient trop élevé. Les levures vont alors sédimenter et
former une lie. Elle est constituée essentiellement de levures ainsi que de résidus organiques

provenant du raisin. Dans cette lie, les levures vont s’autolyser, c'est-a-dire s’autodégrader
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par I'action de leurs propres enzymes. Il y a ainsi une libération des composés cellulaires
(protéines, acides nucléiques, lipides, polysaccharides) qui vont modifier les propriétés
physicochimiques et organoleptiques du vin (Fornairon-Bonnefond et al., 2002). Plusieurs
propriétés physicochimiques ont ainsi été assignées aux lies comme par exemple la
stabilisation tartrigue (Moine-Ledoux et al.,, 1997) et protéique des vins blancs
(Ledoux et al., 1992), la protection de la couleur et de I'arbme vis-a-vis de I’oxydation
(Fornairon-Bonnefond et al., 1999) ou la maitrise des défauts de réduction (Lavigne and
Dubourdieu, 1996). Au niveau organoleptique, les viticulteurs rapportent de facon empirique
une augmentation de la sucrosité dans deux cas :

i. lorsqu’ils réalisent I’élevage du vin sur des lies de levures

ii. lors de la macération post-fermentaire a chaud des vins rouges

Cependant aucun lien n’a été fait avec des composés chimiques. Toutefois, ces deux phases
coincident avec 'autolyse des levures et donc avec la libération de composés cellulaires, tels
que par exemple des acides nucléiques, des polysaccharides ou des protéines. Des études
ont analysé lI'impact des nucléotides (Charpentier et al., 2005) et des polysaccharides
(Jones et al., 2008) de la levure sur la sucrosité. Aucun lien n’a été fait entre ces constituants
cellulaires et la sucrosité. Certaines protéines pourraient-elles étre responsables de la

sucrosité des vins ?

3.1.1.2 Role de la protéine Hsp12 sur la sucrosité des vins

Dans un premier temps, I'incidence de I'autolyse des levures sur le go(t des vins a été
étudiée. Des levures ont été ajoutées a différentes teneurs dans un vin rouge. Aprés dix
jours a 32 °C, pour favoriser I'autolyse des levures, les modalités obtenues ont été soumises
a un panel de dégustateurs afin d’étre classées en fonction de I'intensité de la saveur sucrée.
Les résultats ont montré que la sucrosité des vins augmentait avec la quantité de levures
présentes pendant I'autolyse, confirmant ainsi les observations des Vvinificateurs
(Marchal et al., 2011a). Cette étude suggére la libération d’'une ou plusieurs molécules

« sucrées » lors de l'autolyse des levures.

Des travaux ont été menés sur le fractionnement par ultrafiltration d’extraits de

levures autolysées. lls ont permis d’isoler une fraction sapide de nature peptidique dont la
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masse moléculaire des constituants était estimée entre 0,5 et 3 kDa. L'analyse de cette
fraction par spectrométrie de masse (LC-MS/MS) a permis d’identifier des peptides issus de
la protéine Hsp12. L'analyse organoleptique a montré que I'ajout de cette fraction sapide
dans le vin augmentait la sensation de sucrosité. Cette fraction perd ses propriétés
gustatives lorsqu’elle est digérée par la protéinase K, une enzyme dégradant les protéines
(Moine, 2005). La protéine Hsp12 pourrait donc étre impliquée dans cette sensation de

sucrosité.

Puis, une analyse sensorielle de vins obtenus a partir de souches de levures
exprimant ou n’exprimant pas la protéine Hsp12 a été réalisée. Cette étude a montré une
sensation de sucrosité plus importante pour le vin obtenu a partir des levures exprimant la

protéine Hsp12 (Marchal et al., 2011a).

Ces travaux ont donc permis de mettre en évidence le réle possible de la protéine
Hsp12 dans la sucrosité du vin. Cependant, il n’a pas été démontré si le go(t sucré provient
de la protéine Hspl2 entiere ou d’un ou plusieurs peptides issus de la protéine Hspl2.
L'objectif est donc de démontrer le lien entre la sucrosité et la protéine Hspl2 entiére ou

lysée.

3.1.2 Les autres contributions a la saveur sucrée des vins secs

Les lies de levures et la protéine Hspl2 ne sont pas les seuls acteurs de la sucrosité.
En effet, des études ont montrés que la sucrosité des vins secs est également associée a des
molécules présentes dans les pépins de raisins (Cretin et al., 2019) ainsi qu’a des molécules
libérées par le bois lors de I'élevage sous-bois de chéne du vin (Marchal et al., 2011b). Il
existe ainsi une multitude de composés impliqués dans la sucrosité du vin, allant des petites
molécules aux protéines. La protéine Hspl2 est la premiere protéine identifiée dans le vin
ayant un impact gustatif. Existe-t-il dans la nature d’autres protéines qui ont également une

saveur sucrée ?
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3.2 Les autres protéines sucrées

A I'heure actuelle, une panoplie de molécules sont connues pour leur goQt sucré

(Figure 6).
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Figure 6 : Les molécules responsables d’un goiit sucré d’apres Briand.
Les seuils de détection varient du micromolaire & la dizaine de millimolaires.

Parmi ces molécules, huit protéines sont identifiées comme édulcorantes, c’est-a-dire
gu’elles conferent une saveur sucrée, tout en ayant un index glycémique faible ou nul. Ces
protéines sont: la thaumatine (van der Wel and Loeve, 1972), la brazzéine (Ming and
Hellekant, 1994), la monelline (Inglett and May, 1969), la mabinline (Liu et al., 1993), le
lysozyme (Maehashi and Udaka, 1998), la pentadine (Faus, 2000), la curculine (Harada et al.,
1994), et la miraculine (Takahashi et al., 1990). Ces protéines ont été isolées a partir de
plantes tropicales sauf le lysozyme qui provient du blanc d’ceuf (Joseph et al., 2019). Parmi
ces protéines, seule la thaumatine est commercialisée comme additif alimentaire dans
certains produits alimentaires (desserts laitiers, confiseries, ..) (Réglement (UE)

n°1129/2011, 2011). L’autorisation de commercialisation de la brazzéine, quant a elle, est en
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cours d’étude (Garcia-Almeida et al., 2018). Les principales caractéristiques de ces deux

protéines sont synthétisées dans le tableau ci-dessous (Tableau lll).

Tableau Il : Caractéristiques de deux protéines édulcorantes : la thaumatine et la brazzéine.

Acides Golit sucré

Protéine aminés versus Propriétés Source naturelle
(MM) saccharose

e Go(t Iégérement différent
Thaumatine 207 1600x a du saccharose Thaumatococcus
(22 kDa) 3000x e Stabilité thermique danielli
e Approuvé USA et UE (E957)
Brazzéine 54 500x a e Go(t similaire au saccharose | Pentadiplandra
(6,5 kDa) 2000x e Stabilité thermique et au pH brazzeana

L’avantage de ces deux protéines est qu’elles ont un go(t beaucoup plus sucré que le
saccharose, jusqu’a 3000 fois supérieur pour la thaumatine. De plus, elles présentent une
grande stabilité thermique. Cela permet I'utilisation de procédés alimentaires, notamment

de stérilisation, sans perte de leur propriété sucrante.

Les protéines comme les glucides apportent des calories lors de leur ingestion, de
I'ordre de 4 calories pour 1 gramme de protéines ou de glucides. Toutefois, ces protéines
possedent des pouvoirs sucrants beaucoup plus importants que le saccharose. Les quantités
utilisées dans les aliments sont ainsi tres faibles (quelques mg) par rapport au saccharose
pour obtenir un godt sucré similaire. Les protéines édulcorantes sont donc considérées
comme trés peu caloriques. Elles présentent ainsi un grand intérét actuellement pour la
gestion de certaines pathologies comme le diabéte. De plus, la sensibilisation grandissante
du grand public envers les effets indésirables du saccharose et des édulcorants artificiels
(aspartame, stévioside, ...) crée des opportunités pour le développement de ces édulcorants
naturels. Les recherches sur ces molécules sont en progression et visent a démontrer leur
innocuité pour améliorer leur utilisation alimentaire et possiblement thérapeutique. L’avenir

du go(t sucré reposerait-il sur des protéines ?

Les glucides et les protéines sont deux classes de molécules a part, qui présentent

des différences de structure notable. Les glucides sont de petites molécules contrairement
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aux protéines qui sont des molécules complexes constituées de plusieurs dizaines d’acides

aminés. Alors comment expliquer ce gout sucré commun ?

3.3 Le récepteur du goiit sucré T1R2-T1R3

La perception du go(t se fait principalement au niveau de la langue et plus
précisément au sein des papilles gustatives. Les papilles sont formées d’un ou plusieurs
bourgeons du go(t, qui sont des structures sphériques formées par les cellules gustatives.
Ces cellules possédent différents types de récepteurs permettant la perception des cinqg
golts fondamentaux (sucré, salé, acide, amer et umami). Pour autant, il n’existe pas de
cartographie universelle de la langue, contrairement a certaines idées recues. La sensibilité
aux saveurs des différentes parties de la bouche dépend des individus (Faurion, 2000). La
perception du go(t sucré, que ce soit pour les glucides, les édulcorants artificiels ou les
protéines édulcorantes, repose sur la stimulation d’'un méme récepteur, le récepteur couplé
aux protéines G T1R2-T1R3 (DuBois, 2016). La reconnaissance des molécules par ce
récepteur engendre une cascade de transduction responsable de la formation d’un signal
transmis jusqu’au cortex cérébral. La perception du go(t sucrée devient alors consciente. Ce
récepteur dit du gout sucré est composé de deux sous-unités, chacune constituée d’un grand
domaine extracellulaire reli¢ a un domaine transmembranaire par une région riche en
cystéine (Vigues et al., 2009) (Figure 7). Plusieurs équipes ont travaillé sur les sites de liaison
de différentes molécules sucrées. Il apparait qu’il existe au moins 6 sites de liaison sur le
récepteur, correspondant aux domaines extracellulaires et transmembranaires ainsi qu’aux
régions riches en cystéine (DuBois, 2016). Les sites de liaisons correspondant aux molécules
cités précédemment sont montrés ci-dessous (Figure 7). Cette multitude de possibilités de

liaison explique en partie les différences de perception entre les molécules sucrées.

44



| Saccharose \ ;

| Aspartame

Thaumatine ‘

Salive > -
Brazzéine ‘

.......

Figure 7 : lllustration du récepteur T1IR2-T1R3 avec les sites de liaison de certaines molécules
sucrées d’aprés DuBois.

Il existe donc plusieurs protéines apportant un golt sucré au travers de leur
interaction avec le récepteur T1IR2-T1R3. Il sera donc intéressant d’étudier la liaison de la

protéine Hsp12 a ce récepteur afin de confirmer son goQt sucré.
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4 Objectifs de la these

Au cours de la these, la souche de levure Saccharomyces cerevisiae Fx10 a été
étudiée. Cette souche a été obtenue par la société Laffort, en partenariat avec I'Institut des
Sciences de la Vigne et du Vin, lors de la sélection de souches de levures exprimant
fortement la protéine Hspl2. La souche Fx10 a ainsi été obtenue par la méthode
d’hybridation (ou breeding), qui vise a introduire des caractéeres spécifiques dans des levures
cenologiques (Blondin, 2008). Cette technique repose sur le croisement de deux souches de
levures pour regrouper au sein d’'une méme levure les propriétés d’intérét des deux souches
parentales. Cette souche a montré une forte expression des transcrits du géne HSP12

(Marchal et al., 2015).

Les transcrits du géne HSP12 ont été largement étudiés dans la littérature suite a
I'application de différents stress lors de la culture de Saccharomyces cerevisiae. Cependant,
la protéine Hsp12 n’a jamais été directement quantifiée. L'impact de différents stress sur les

guantités de protéine Hsp12 sera ainsi étudié.

Des cultures de la souche Fx10 seront réalisées afin d’obtenir des quantités
suffisantes de protéine Hsp12 native pour la purifier et la caractériser. L’étude de la protéine
native (non recombinante) permet de s’affranchir de potentiels biais liés a une manipulation

génétique de la levure.

Un procédé de purification de la protéine Hsp12 sera ensuite développé. La protéine
Hsp12 étant native, elle n’est pas surexprimée par rapport aux autres protéines de la levure
et ne possede pas de caractéristiques permettant de la purifier spécifiquement par
chromatographie d’affinité. C'est donc un défi de lisoler spécifiquement. Une fois la

protéine Hsp12 pure obtenue, la caractérisation sera menée selon 2 axes.

D’une part, la structure de la protéine Hspl2 sera étudiée en lien avec son role
physiologique chez la levure. Des études ont montré que la protéine Hspl2 recombinante
est une protéine IDP et qu’elle pourrait se lier a la membrane des levures. Des analyses
biophysiques et calorimétriques de la protéine Hsp12 native permettront de confirmer ces

résultats grace a I'utilisation de membranes modéles biomimétiques.
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D’autre part, les caractéristiques organoleptiques de la protéine seront évaluées. En
effet, il n’a pas été démontré si le goQt sucré provenait de la protéine Hspl2 entiére, ou,
d’un ou plusieurs peptides issus de sa digestion enzymatique. Le lien entre la sucrosité, la

protéine Hsp12 entiére et la protéine lysée sera ainsi évalué.

47



Chapitre 2.
Matériel, méthodes

et développement



Chapitre 2. Matériel, méthodes et développement

1 Culture des levures

1.1 Matériel biologique

1.1.1 Souches de levure

Quatre souches de la levure Saccharomyces cerevisiae sont utilisées. Les souches
Fx10 et VL3 sont des souches cenologiques utilisées pour la vinification et commercialisées
par la société Laffort. La souche A24 est une souche utilisée en distillerie (Alcotech). Enfin la
souche AHSP12 correspond a la souche Fx10 modifiée génétiguement afin de déléter le géne

HSP12.

1.1.2 Milieu de culture

Les cultures sont menées dans du milieu riche Yeast Peptone Dextrose (YPD). Ce
dernier est préparé avec 10 g/L d’extrait de levure, 20 g/L de peptone et 20 g/L de glucose.
Du milieu YPD solide est également préparé en ajoutant 20 g/L d’agar. Le milieu est stérilisé

a 110°C pendant 30 min dans un autoclave (Systec) avant la mise en culture.

1.2 Culture des levures

1.2.1 Culture en fiole Erlenmeyer

Une colonie de la souche de levure a étudier est prélevée a partir d’'une culture en
milieu YPD solide. L'ensemencement des précultures est réalisé dans du milieu YPD. Les
précultures sont incubées a 30°C, sous agitation a 180 rpm pendant 15 heures (Infor HT).
Puis, la densité optique (DO) est mesurée a 600 nm afin de définir le volume de préculture a
inoculer dans les Erlenmeyer pour obtenir une DO de 0,1. Les cultures sont ensuite incubées

a 30°C avec une agitation de 180 rpm.
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1.2.2 Culture en bioréacteur

Les cultures en bioréacteur sont réalisées dans des bioréacteurs Biostat B plus
(Sartorius Stedim Biotech) d’'une contenance de 2L et 5L. L’'ensemencement des précultures
en Erlenmeyer est réalisé dans du milieu YPD a partir de stocks de levures. Les précultures
sont incubées a 30°C, sous agitation a 180 rpm pendant 15 heures (Infor HT). Puis, la densité
optique (DO) est mesurée a 600 nm afin de définir le volume de préculture a inoculer dans

les bioréacteurs pour obtenir une DO de 0,1.

Les bioréacteurs sont équipés de sondes permettant la mesure en ligne de plusieurs
parameétres de culture (température, pH, pOz2 dissous) et leur régulation a une valeur consigne

par I'intermédiaire du logiciel de suivi MFCS (Sartorius). Dans cette étude, le pH n’est pas
régulé mais est suivi pour une meilleure analyse métabolique des levures. Les sondes pH et

pO2 dissous (Mettler Toledo) sont préalablement calibrées. Un analyseur de gaz (XGase,
Sartorius) est également connecté aux bioréacteurs pour mesurer le CO2 produit au cours

des cultures.

Les cultures sont thermostatées a 30 °C avec une aération d’1 vvm (volume par
volume de milieu) et une agitation de 200 rpm minimum. Afin de maintenir une saturation
en oxygene dissous minimale du milieu a 10 %, une cascade de régulation est mise en place

pour augmenter |’agitation jusqu’a 800 rpm et le débit d’aira 1,5 vvm.

1.2.3 Fermentation et autolyse des levures

1.2.3.1 Fermentation

Du mo(t de raisin blanc (sauvignon blanc) est fermenté par la souche AHSP12 de
Saccharomyces cerevisiae, qui correspond a la souche Fx10 dont le gene HSP12 est inactivé.
La quantité de sucres fermentescibles initiale du mo(t (glucose et fructose) est ajustée a 192
g/L grace a du saccharose. 1350 mL de mo(t sont inoculés avec 10° levures/mL de mo(t, puis
sont répartis dans 3 bouteilles en verre de 500 mL. Les bouteilles sont fermées non
hermétiquement pour permettre les échanges gazeux. La fermentation est réalisée a 24°C.
Au bout de 3 jours, la quantité d’azote assimilable est ajustée a 200 mg/L grace a du sulfate
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d’ammonium combiné a de la thiamine (Thiazote, Laffort) et une aération de 2 minutes est
réalisée par simple bullage d’air dans les milieux. La fermentation est menée jusqu’a
épuisement du glucose, soit 11 jours. Le suivi de la biomasse est réalisé par la mesure de la
densité optique a 600 nm. Le suivi de la fermentation est réalisé grace a la pesée des
cultures. En effet, la consommation des sucres (glucose et fructose) conduit a la libération de
CO, qui va entrainer une perte de masse. Pour 450 mL de mo(t, la consommation de 86 g de
glucose (et/ou fructose) conduit a une libération de 42 g de CO,. La concentration en sucres
résiduels est mesurée par un dosage enzymatique (Enzytec Liquid D-Glucose, R-Biopharm)

pour vérifier la fin de la fermentation du vin.

1.2.3.2 Autolyse induite

Une autolyse induite des levures est ensuite réalisée, grace a 'augmentation de la
température, afin de mimer les conditions de vinification. Elle differe de I'autolyse naturelle,
qui dure plus longtemps et qui est la conséquence du catabolisme et de la chute de la

viabilité cellulaire.

Le vin est séparé en 2 modalités. Dans la modalité 1, il n’y a pas d’ajout et dans la
modalité 2, la protéine Hsp12 purifiée est ajoutée a une concentration de 30 mg/L (2,4 uM).
Ensuite, 'autolyse des levures est menée sur les 2 modalités. Elles sont ainsi laissées en
condition anaérobie a 32°C jusqu’a digestion totale de la protéine Hspl2, soit 2 jours. Le
suivi de la digestion de la protéine est réalisé par dosage ELISA. Enfin, les vins sont sulfités,
centrifugés et filtrés (0,22 um). Juste avant la dégustation, la modalité 1 est divisée en 2
autres modalités afin d’étudier I'effet de I'ajout de la protéine Hspl2 entiere, non digérée.
Dans la modalité 1A, rien n’est ajouté et dans la modalité 1B, la protéine Hspl2 pure est

ajoutée a une concentration de 30 mg/L (2,4 uM).
Trois modalités sont ainsi obtenues :

e 1A :vinsans protéine Hsp12
e 1B :vinavec 30 mg/L de protéine Hsp12 entiére

e 2:vinavec 30 mg/L de protéine Hsp12 digérée
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Ces modalités sont ensuite dégustées dans la cadre d’un profil sensoriel. L'objectif est de
comprendre si la protéine Hspl2 entiére et/ou la protéine lysée sont responsables de la

sucrosité du vin.

1.3 Suivi de culture

1.3.1 Echantillonnage

Au cours des cultures, des prélevements du milieu de culture sont effectués. Les
échantillons sont centrifugés a 11000 g pendant 15 min a 4°C (Centrifuge 5424 R, Eppendorf)
afin de séparer les cellules du milieu de culture. Le surnageant est récolté afin d’analyser sa
composition par UPLC. Les cellules sont traitées afin d’en extraire les protéines pour les

qguantifier.

1.3.2 Suivi de la croissance des levures

La concentration des levures est déterminée par mesure de la densité optique (DO) a
600 nm par un spectrophotometre (SAFAS). A chaque prélévement de culture, trois dilutions
sont effectuées afin d’assurer la représentativité des mesures. La moyenne des trois valeurs

de DO est calculée ainsi que la déviation standard.

1.3.3 Détermination de la viabilité

La viabilité des levures est déterminée par coloration au bleu de méthylene. Un
tampon sodium-citrate a 68 mM est préparé avec 0,3 mM de bleu de méthyléne. 100 uL de
solution de coloration sont ajoutés a 100 uL de suspension de levure. Le comptage est

réalisé manuellement par observation au microscope sur une cellule de Malassez.
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1.3.4 Dosage des substrats et produits du métabolisme

Le dosage du glucose, de I’éthanol, du glycérol et de I'acétate est réalisé a I'aide
d’une colonne analytique Aminex® HPX-87H (Biorad) sur un systéme de chromatographie
liqguide a ultra performance UPLC ACQUITY (Waters) couplé a un réfractomeétre. 10 plL
d’échantillon a doser sont injectés sur la colonne dont la température est régulée a 50°C.
L’élution isocratique est réalisée avec de l'acide sulfurique a 5 mM avec un débit de
0,6 mL/min pendant 25 min. L'identification et la quantification du glucose, de I’éthanol, du

glycérol et de I'acétate sont réalisées a I'aide de standards (Sigma Aldrich).
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2 Préparation des extraits protéiques

Tous les échantillons provenant de cultures de levure seront préparés selon la

méthode suivante tout au long de la thése.

2.1 Lyse cellulaire

La protéine Hsp12 est produite dans le cytoplasme de la levure. Plusieurs techniques
de lyse mécanique ont été testées pour éviter I'ajout d’enzymes ou de composés chimiques.
Il s’est avéré que la sonication était la technique la plus efficace (données non présentées) et

a donc été sélectionnée.

Les cellules sont reprises dans un tampon Tris-HC| 50mM pH 8 (1 g de levure dans
5mL de tampon) puis lysées par sonication (sonicateur Sonics Vibra-Cell VCX 500) en
réalisant 10 cycles d’une minute avec une puissance de 20 watts. Les échantillons sont
centrifugés a 11000 g pendant 30 minutes a 4°C afin de récupérer le surnageant, contenant

la protéine Hsp12.

2.2 Traitement thermique

Il a été montré que la protéine Hspl2 ne précipite pas sous |'effet de la température
(Mtwisha). Un traitement thermique est donc réalisé afin d’éliminer les protéines
thermosensibles. Le surnageant de lyse, obtenu précédemment, est chauffé au bain marie a
80°C pendant 10 min. Puis, une étape de centrifugation a 11000 g pendant 30 minutes a 4°C
est réalisée afin de récupérer le surnageant contenant la protéine Hspl2, nommé extrait
protéique (EP). Cette étape correspond a une pré-purification permettant d’éliminer de

nombreuses protéines contaminantes.

Pour le développement du procédé de purification, I'extrait protéique est concentré
par filtration en flux tangentielle (Labscale TFF System, Merck) grace a un module
d’ultrafiltration Pelicon XL BioMax 10 kDa (Merck Millipore). Le concentrat obtenu

correspond a I'extrait brut (EB).
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3 Purification

3.1 Matériel

Un automate AKTA Avant 25, piloté par le logiciel Unicorn 7.0 (GE Healthcare) est
utilisé pour la purification. La mesure de I'absorbance a 280 nm permet de détecter les

protéines.

Un conductimetre (référence HI8820N, HANNA Instruments) et un pH métre

(référence HI2210, HANNA Instruments) sont utilisés pour la préparation des tampons.

3.2 Résines et tampons

Trois types de chromatographie sont testés pour le développement du protocole de
purification de la protéine Hspl2. La chromatographie échangeuse d’ions, basée sur des
interactions électrostatiques entre la résine et les protéines, est utilisée grace a la résine
Capto Q (GE Healthcare). La chromatographie en mode mixte, mettant en jeu des
interactions électrostatiques ainsi que des interactions hydrophobes, est également utilisée.
Les résines HEA HyperCel (Pall Life Science), PPA HyperCel (Pall Life Science), MEP HyperCel
(Pall Life Science) et Cellufine MAX IB (JNC) sont ainsi évaluées. Enfin, la chromatographie
d’exclusion stérique (SEC), basée sur la séparation des molécules selon leur encombrement

stérique, est utilisée. Les résines Superdex 75 Increase et Superdex 75 pg sont sélectionnées.

Les tampons sont préparés avec des réactifs Sigma-Aldrich au pH et a la conductivité
désirés. Avant utilisation, les tampons sont filtrés et dégazés par filtration sous vide, sur des

membranes de nitrate de cellulose 0,22 um (Merck Millipore).

3.3 Criblage en microplaque

L'objectif du criblage en microplaque est d’analyser plusieurs conditions de
purification telles que les résines, les conditions d’accrochage et d’élution sur une seule

microplaque. Des microplaques AcroPrep™ Advance 96-Well Filter Plates (Pall Life Science)
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sont utilisées. Elles possedent des filtres de 0,45 um afin de retenir les résines au fond des

puits.

Les résines sont mélangées a une solution d’éthanol a 20% pour obtenir un rapport
résine/solution de 50:50 (v/v). Aprés homogénéisation, 100 uL de la suspension

résine/solution sont déposés dans chaque puits.

Ensuite, une étape d’équilibration des résines est réalisée avec les tampons choisis.
200 plL de tampon d’équilibration sont ajoutés dans chaque puits. La plaque est ensuite
agitée a 1100 rpm pendant 1min. Enfin le liquide est aspiré grace a une pompe a vide. Ce

protocole est réalisé trois fois afin d’équilibrer les résines.

L’échantillon est reconditionné dans le tampon d’équilibration correspondant grace a
un filtre a centrifuger. 200 uL sont déposés dans chaque puits de la microplaque qui est
ensuite agitée a 1100 rpm pendant 2h. Le liquide est ensuite aspiré grace a une pompe a
vide et récupéré dans une microplaque de mesure de 96 puits. Cette fraction correspond aux

protéines non retenues (NR) (Figure 8).

Deux étapes de lavage permettent d’éliminer la totalité des protéines qui ne se sont
pas fixées sur la résine. 200 pL de tampon d’équilibration sont ajoutés dans chaque puits, la
plague est agitée a 1100 rpm pendant 1 min et le liquide est récupéré par aspiration dans
une microplaque. Le protocole est réalisé deux fois, on obtient donc les fractions Lavage 1 et

2 (L1 et L2).

Enfin la derniére étape consiste en I'élution des protéines adsorbées sur les résines.
200 uL de tampon d’élution sont ajoutés dans chaque puits. La microplaque est agitée a
1100 rpm pendant 1 min et le liquide est récupéré par aspiration dans une microplaque. Le
protocole d’élution est réalisé deux fois, on obtient donc les fractions Elution 1 et Elution 2

(E1 et E2).
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Figure 8 : Principe du criblage en microplaque, d’aprés GE Healthcare.
1. L’échantillon est chargé dans chaque puits de la microplaque. Les fractions récupérées par
aspiration contiennent les protéines non retenues sur les résines.
2. Les résines sont lavées. Les fractions récupérées par aspiration contiennent toutes les protéines
qui ne se sont pas fixées sur la résine.
3. Les protéines sont éluées. Les fractions récupérées par aspiration contiennent les protéines qui
étaient adsorbées sur les résines.

3.4 Colonnes de purification

Pour la mise au point du procédé de purification, plusieurs colonnes sont utilisées.
Tout d’abord, une colonne prépaquée contenant 1 mL de résine Capto Q (GE Healthcare) est
utilisée. Puis, une colonne Tricorn 5/50 (GE Healthcare) est paquée avec 1 mL de résine PPA
HyperCel (Pall Life Science) selon les recommandations du fournisseur. L’efficacité du
paquage est vérifiée en déterminant la Hauteur Equivalente a un Plateau Théorique (HEPT)
ainsi que I'asymétrie, suite a I'injection de 100 pL d’acétone a 1% (v/v) dans de I’eau. Une

colonne prépaquée superdex 75 Increase 10/300 GL (GE Healthcare) est également utilisée.

Pour le changement d’échelle, une colonne prépaquée de 5 mL de résine PPA
HyperCel (Pall Life Science) ainsi qu’une colonne XK 16/70 paquée avec 120 mL de résine

superdex 75 pg (GE Healthcare) sont utilisées.

Pour les chromatographies préparatives, deux colonnes prépaquées de 5 mL sont
connectées en série afin d’obtenir I’équivalent d’une colonne contenant 10 mL de résine PPA
HyperCel (Pall life Science). La colonne XK 16/70 paquée avec 120 mL de résine

superdex 75 pg (GE Healthcare) est également utilisée.
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4 Analyses protéiques

4.1 Gel SDS-PAGE

Afin de vérifier la présence de la protéine Hsp12, des gels SDS-PAGE pré-coulés sont
utilisés : MiniPROTEAN Tris/Tricine Precast Gel (BioRad). Les échantillons sont préparés avec
du tampon de charge et chauffés a 95°C pendant 5 min pour dénaturer les protéines. Puis la
migration est réalisée a 60 V pendant 30 min puis a 100 V pendant 2 h. Le gel est ensuite
incubé dans une solution de fixation (10% acide acétique, 40% éthanol) pendant 15 min puis
il est révélé grace a une coloration au bleu de Coomassie en utilisant le colorant QC Colloidal

Coomassie (BioRad) pendant 20 h suivie d’une décoloration a I'eau.

4.2 Electrotransfert et immunodétection des protéines

Afin de vérifier 'identité de la protéine Hspl12, un electrotransfert suivi d’une

immunodétection a 'aide d’anticorps spécifiques est réalisé (Towbin et al., 1979).

Apres migration sur gel SDS-PAGE, les protéines sont électro-transférées sur une
membrane Immobilon-P PVDF (Trans-Blot, BioRad) grdce a un systeme de transfert
électrophorétique (TransBlot Turbo Blotting system, BioRad). Puis, la membrane est saturée
grace a du TBST (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, 150 mM de NaCl, 0.1% Tween 20) avec 3 % de lait
écrémé en poudre. La membrane est incubée avec 'anticorps primaire de lapin anti-Hsp12
(1:40000) puis lavée avec du tampon TBST. La membrane est alors incubée avec un anticorps
secondaire spécifique des anticorps de lapin couplé a I'enzyme HRP (1:40000) (Goat anti-
Rabbit IgG Fc Secondary Antibody HRP, Novex). Aprés plusieurs lavages avec du tampon
TBST, puis du tampon TBS (dépourvu de Tween 20), la protéine Hspl2 est détectée par le
systeme de chimioluminescence ECL (Clarity Western ECL Substrat, BioRad). Le signal est
collecté grace a un imageur ChemiDoc XRS+ (BioRad). Le marqueur Precision Plus Protein
WesternC et le conjugué Precision Protein StrepTactin-HRP (BioRad) sont utilisés afin

d’identifier la masse moléculaire des protéines.
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4.3 Quantification de la protéine Hsp12 par dosage ELISA

Le dosage ELISA permet de quantifier la protéine Hspl2. Le protocole d’ELISA
sandwich a été développé grace a des anticorps polyclonaux anti-Hsp12 de lapin et de
cobaye. Les anticorps ont été obtenus par immunisation de lapin et de cobaye, suivi d’'une

immunopurification des sera.

50 pL d’anticorps anti-Hsp12 de lapin (4 pg/mL) sont déposés dans chaque puits
d’une microplaque 96 puits (Nunc). Les anticorps sont dilués dans un tampon PBS 10 mM a
pH 7,4. Puis la plaque est incubée toute la nuit a 4°C. Les puits sont ensuite lavés trois fois
avec 100 pL de tampon de lavage (PBS 100 mM a pH 7,4 avec 0,05% de Tween 20). Puis, les
sites libres sont saturés avec 50 pL de tampon de saturation (PBS 100 mM a pH 7,4 avec
0,05% de Tween 20 et 0,5% de lait en poudre demi-écrémé) pendant 1h a 37°C. Apres une
étape de lavage, 50 uL d’échantillons, dilués dans le tampon de saturation, sont déposés. La
gamme de calibration (1 a 13 ng/mL) et les échantillons a analyser sont déposés en duplicat.
La microplaque est incubée pendant 1h30 a 37°C. Aprés une étape de lavage, la microplaque
est incubée avec 50 pL d’anticorps anti-Hsp12 de cobaye (172 pg/mL), dilués dans du
tampon de saturation, pendant 1h30 a 37°C. Apres une étape de lavage, la microplaque est
incubée avec 50 pL d’anticorps secondaires (Goat anti-Guinea Pig 1gG (H+L) Highly Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, HRP, Invitrogen), dilués dans du tampon de saturation (25
ng/mL), pendant 1h a température ambiante sur une plaque d’agitation (180 rpm). Aprés
une derniere étape de lavage, la révélation est réalisée avec 50 pL de TMB (Single-
Component TMB Peroxidase EIA Substrate Kit, Bio-Rad). La réaction est stoppée par
I'addition de 50 pL d’acide sulfurique a 1M. L'absorbance est mesurée a 450 nm par

spectrophotométrie.

4.4 SEC-UPLC

Un systeme de chromatographie liquide a ultra performance UPLC ACQUITY (Waters)
est utilisé pour évaluer la pureté de la protéine Hspl2. Une colonne analytique de
chromatographie d’exclusion stérique (SEC) ACQUITY UPLC BEH 200 est utilisée afin de

séparer les molécules en fonction de leur encombrement stérique. 8 pL d’échantillon sont

58



injectés sur la colonne régulée a 30°C. Du tampon sodium-phosphate 0,1 M a pH 6,8 est
utilisé comme phase mobile avec un débit de 0,3 mL/min pendant 9 minutes. L’absorbance
est mesurée a 280 nm. La pureté est déterminée en comparant l'aire du pic Hspl2 par

rapport a I'aire totale des pics.
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5 Caractérisation physico-chimique

5.1 Spectrométrie de masse

Une analyse par spectrométrie de masse a été réalisée en collaboration avec
Stéphane Chaignepain au Centre de Génomique Fonctionnelle de Bordeaux (CGFB). Cette
analyse est réalisée afin de vérifier I'intégrité de la protéine Hspl2 purifiée. 20 pL de
protéine Hsp12 purifiée a une concentration de 100 uM sont dessalés par chromatographie
en phase inverse grace a une micro colonne C18 (ZipTip C18 Millipore) et élués avec une
solution aqueuse contenant 70% d’acétonitrile et 0,1% d’acide acétique. Une analyse par
spectrométrie de masse ESI-TOF est menée en utilisant un spectrométre de masse Q-TOF
Premier (Waters). Le GluFibrinopeptide ([M+H]+= 1570.677 Da) est utilisé pour la calibration
externe de la masse. Une analyse précise de la masse est obtenue, grace a la moyenne de
plusieurs especes ioniques chargées de la protéine Hspl2. Le logiciel de déconvolution

MaxEnt (Waters) est utilisé.

5.2 Stabilité thermique

Les échantillons (BSA et Hsp12) sont préparés dans un tampon Tris-HCl 50 mM a
pH 8. lls sont ensuite incubés a 100°C pendant 10 min. Apres centrifugation (11000 g,

20 min) les surnageants sont analysés par gel SDS-PAGE.

5.3 Réticulation chimique

La réticulation chimique (ou cross-linking) est une méthode basée sur la liaison de
deux ou plusieurs molécules par des liaisons covalentes grace a un agent de réticulation
(cross-linker). L’objectif est de mettre en évidence la présence d’oligomeres. Les réactions de
réticulation chimique sont réalisés dans du tampon sodium-phosphate 50 mM avec 150 mM
de NaCl a pH 7,2. Le glutaraldéhyde est utilisé comme agent de réticulation. Il est utilisé a

des concentrations de 0,01% et 0,1% avec 10 uM de protéine Hsp12 ou 20 uM d’aldolase,
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pendant 15 min et 1 h. L’aldolase est utilisé comme témoin positif au regard de sa forme

tétramérique (160 kDa). Les mélanges sont analysés par gel SDS-PAGE.

5.4 Préparation des liposomes

Des liposomes sont préparés afin d’étudier 'interaction de la protéine Hsp12 avec
des phospholipides. lls sont préparés en dissolvant la quantité nécessaire de phospholipides
pour obtenir la concentration finale voulue, dans un mélange dichlorométhane/méthanol
(2:1, v/v) afin de s'assurer de la miscibilité compléte des composants. Un film lipidique est

formé en évaporant le solvant sous flux d’azote puis le film est placé sous vide pendant 12h.

5.4.1 Vésicules multi-lamellaires (MLVs)

Pour former des MLVs, les films lipidiques sont hydratés avec du tampon sodium-
phosphate 10 mM a pH 7,2 puis vortexés. Les MLVs sont utilisées pour les expériences de
DSC (Differential Scanning Calorimetry) car ils permettent d’obtenir un signal de transition

de phase net.

5.4.2 Larges Vésicules Larges Unilamellaires (LUVs)

Pour former des LUVs, 5 cycles de congélation a I'azote liquide et décongélation dans
un thermomixer (50°C, 450 rpm) sont effectués sur une suspension de MLVs. La suspension
est ensuite passée a travers un mini-extrudeur équipé d’un filtre de polycarbonate
présentant des pores de 0,1 um (Avanti). L’analyse de la suspension obtenue apres extrusion
par DLS (Dynamic Light Scattering) confirme une distribution d’objets de rayon
hydrodynamique de 100 nm. Les LUVs sont utilisées pour les expériences d’'ITC (Isothermal
Titration Calorimetry) car ils permettent d’assurer une quantité homogéne de lipides entre

les liposomes.
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5.4.3 Petites Vésicules Unilamellaires (SUVs)

La formation de SUVs est réalisée également a partir d’'une suspension de MLVs.
5 cycles de congélation a l'azote liquide et décongélation dans un thermomixer (50°C,
450 rpm) sont effectués. Puis, la suspension est placée dans un bain a ultrasons jusqu’a
obtenir une suspension limpide. Pour éliminer d’éventuels MLVs restantes, la suspension est
filtrée avec des filtres de 0,22 um. La taille des SUVs est comprise entre 20 et 50 nm. Les

SUVs sont utilisées pour les expériences de dichroisme circulaire.

5.5 Dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire (CD) repose sur la capacité des structures optiquement
actives a absorber de fagon inégale la lumiére polarisée circulairement a droite de la lumiere
polarisée circulairement a gauche. Une onde électromagnétique est définie comme Ia
somme de deux ondes circulaires polarisées respectivement a droite et a gauche. Si les deux
ondes circulaires polarisées possedent la méme fréquence et la méme amplitude, alors leur
résultante forme un cercle (Figure 9A). Si la lumiere polarisée traverse une solution
optiguement active, les ondes circulaires polarisées a droite et a gauche ne vont plus se
propager a la méme vitesse a travers celle-ci, ce qui va entrainer un déphasage. En sortie de
solution, les deux ondes vont conserver ce déphasage. La somme des deux ondes circulaires
va alors former une ellipse dont I'ellipticité sera mesurée avec un dichrographe (Figure 9B).
La liaison peptidique est une structure optiquement active qui absorbe différemment les
lumieres polarisées a droite et a gauche. En fonction des orientations des liaisons
peptidiques de la protéine, le spectre de CD adopte un profil particulier propre a chaque

structure secondaire (Figure 9C).
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Figure 9 : Le dichroisme circulaire.
A. Les deux ondes circulaires polarisées a droite (rouge) et a gauche (bleu) possédent la méme
fréquence et la méme amplitude, leur résultante (vert) forme alors un cercle.
B. L’onde circulaire polarisée a gauche (bleu) est plus absorbée que celle a droite (rouge), leur
résultante (vert) forme alors une ellipse, dont I'ellipticité sera mesurée par le dichrographe.
C. Spectres caractéristiques des structures secondaires des protéines.

Les spectres pour la protéine Hsp12 sont obtenus sur un appareil Jasco-J-815 avec
une concentration de 16 uM de protéine Hsp12 dans un tampon sodium-phosphate a 10
mM a pH 7,2. Plusieurs composés sont ajoutés a la protéine : 0,1% de SDS et des liposomes a
une concentration de 1,3 mM. Les mesures sont réalisées dans des cuves présentant un

trajet optique d’1 mm.

5.6 ITC

Les analyses de calorimétrie (ITC et DSC) ont été réalisées en collaboration avec

Francois Dole au Centre de Recherche Paul Pascal (CRPP).

La titration calorimétrique isotherme (Isothermal Titration Calorimetry - ITC) est une
technique de calorimétrie utilisée pour caractériser I'interaction entre deux partenaires. Elle
est notamment utilisée pour mesurer l'interaction entre des protéines et des lipides. Cette
technique repose sur une mesure directe de la chaleur libérée ou absorbée au cours de la
liaison entre des biomolécules. La quantité de chaleur mesurée est directement

proportionnelle au nombre de liaisons et permet donc de caractériser I'interaction (Kd).
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L'appareil est constitué d’une cellule de référence et d’'une cellule pour I"échantillon,
dans laquelle la liaison va étre évaluée (Figure 10A). Un des partenaires de la liaison, dans
notre cas les liposomes, est disposé dans la cellule échantillon. La protéine Hsp12 est quant a
elle disposée dans une seringue placée dans la cellule échantillon. De petits aliquotes de
protéine Hsp12 sont injectés progressivement dans la solution de liposome. La température
est identique et maintenue constante dans les deux cellules. Si la protéine se lie aux
liposomes, des variations de chaleur de quelques millioniemes de degré Celsius sont
détectées et mesurées. L’appareil mesure la quantité d’énergie (microcalorie/sec) apportée
a la cellule échantillon pour maintenir la température constante. Lors d’une réaction
exothermique, une quantité de chaleur est libérée au niveau de la cellule échantillon. Pour
rétablir I'équilibre avec la cellule de référence, I'appareil va fournir moins d’énergie, ainsi le
signal diminue (Figure 10B). Puis une fois que toute la protéine a interagi, il n’y a plus de
dégagement de chaleur. L'appareil doit alors fournir de I'énergie pour retrouver ['état
d’équilibre, ainsi le signal augmente (Figure 10C). Un pic négatif est ainsi observé. L’injection
de protéine est réalisé ensuite plusieurs fois. L'énergie libérée par la réaction diminue
successivement, traduisant une saturation progressive des sites de liaison (Figure 10D).
L'injection de la protéine est arrétée lorsque I'énergie libérée est quasiment nulle et
constante, traduisant une saturation des liposomes et un exces de protéine dans la cellule
(Figure 10E). Pour analyser les résultats, la superficie de chaque pic est intégrée et tracée en
fonction du rapport protéine/liposome (Figure 10F). Cette représentation permet ainsi de
calculer I'enthalpie de réaction (AH), la stcechiométrie (N) et la constante d’affinité

(Kd = 1/K).
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Figure 10 : Principe de la mesure par ITC.
A. Schéma de I'appareillage montrant la cellule référence et la cellule échantillon, ainsi que la
seringue.

B. Lors d’une réaction exothermique, une quantité de chaleur est libérée au niveau de la cellule
échantillon. Pour rétablir I’équilibre avec la cellule de référence, I'appareil va fournir moins
d’énergie, ainsi le signal diminue.

C. Lorsque toute la protéine a interagi, il n’y a plus de dégagement de chaleur donc I'appareil doit
fournir de I’énergie pour retrouver I'état d’équilibre, ainsi le signal augmente.

D. l’injection de protéine est réalisée plusieurs fois. L’énergie libérée par la réaction diminue
successivement, traduisant une saturation progressive des sites de liaison.

E. L’énergie libérée est quasiment nulle et constante, traduisant une saturation des liposomes et un
exces de protéine dans la cellule. Le titrage est terminé.

F. Pour analyser les résultats, la superficie de chaque pic est intégrée et tracée en fonction du
rapport protéine/liposome. Cette représentation permet ainsi de calculer I'enthalpie de réaction
(AH), la steechiométrie (N) et la constante d’affinité (1/K).

Les analyses sont réalisées sur un appareil Microcal iTC200 (Malvern). Des LUVs de
100 nm sont préparées a une concentration de 1,3 mM dans du tampon sodium-phosphate
a 10 mM et pH 7,2. La protéine Hsp12 est préparée a une concentration de 150 uM dans le
méme tampon. Les solutions de liposomes et de protéine sont dégazées (605 mmHg
pendant 10 minutes) juste avant les expériences d'ITC afin d'empécher la présence de bulles
d'air. 200 uL de solution de LUVs sont déposés dans la cellule échantillon et 40 uL de solution
de protéine Hsp12 sont prélevés avec la seringue. Les titrations sont effectuées en ajoutant

3 uL de protéine Hspl2 toutes les 3 minutes pour permettre I'équilibre complet de la
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réaction de liaison. L'analyse des données est réalisée en utilisant le logiciel Origin 7,0

MicroCal en appliquant le modeéle de liaison "One set of sites" (interaction 1:1).

5.7 DSC

La calorimétrie différentielle a balayage (Differentiel Scanning Calorimetry — DSC) est
une technique de calorimétrie permettant de mesurer des différences de chaleur entre une
référence et un échantillon lors d’un balayage d’'une rampe de température. L'appareil
mesure la différence de puissance (Cp) fournie pour compenser la différence de
température entre les deux cellules. Ces différences de température sont principalement
liées au changement d’état de I’échantillon (dénaturation pour les protéines, changement de

phase pour les lipides, ...).

Les lipides sous forme de liposomes sont caractérisés par différentes phases selon la
température environnante (Figure 11). Les lipides peuvent étre en phase gel ou ils sont tres
ordonnés et interagissent fortement entre eux. A une température plus élevée, ils sont en
phase fluide, caractérisée par une diminution de I'ordre et des interactions entre eux. Entre
ces deux états, il y a une forme intermédiaire appelée phase gel ondulée. La température
correspondant au passage d’une phase a l'autre est appelée température de transition de
phase. Cette transition de phase est exothermique et peut donc étre étudiée par la DSC
grace au balayage de la température. La température de transition principale (T.) est
particulierement observée car le signal est beaucoup plus intense et il est toujours observé
contrairement au signal de la pré-transition (Tyr). Ainsi cette technique permet d’obtenir la
température de transition de phase principale des lipides (T,,) ainsi que I’enthalpie de cette
transition (AH) en présence de protéine. Cela permettra de voir si l'interaction protéine-

lipide modifie les propriétés de la membrane.
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Figure 11 : Thermogramme exothermique typiquement observé pour des liposomes ot les signaux
de pré-transition (Tpre) et de transition principale (Tm) sont observés.

Les analyses sont réalisées sur un appareil micro DSC Ill (SETARAM Instrumentation).
Une suspension de MLVs de DPPC-PiP, (80:20) est utilisée a une concentration de 1,3 mM.
Par rapport aux précédentes expériences, le POPC a été remplacé car sa température de
transition de phase de -2°C n’est pas compatible avec I'expérience. Le DPPC ne différe que
par la présence d’un palmitate a la place de I'oléate. Sa température de transition de phase
est de 41°C. La protéine Hsp12 est utilisée a une concentration de 16 uM. Les balayages sont

réalisés sur une gamme de température de 30°C a 50°C a une vitesse de 1°C/minute.
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6 Caractérisation organoleptique

6.1 Seuil de détection

Le seuil de détection est déterminé selon les recommandations de la méthode « Best
Estimated Threshold » de la norme /SO 13301:2018. Cette norme recommande I'utilisation
du choix forcé entre 3 alternatives, connu également sous le nom de test triangulaire. Ce
test est une épreuve discriminative ayant pour but de comparer deux modalités dont on
cherche a évaluer si elles présentent ou non des différences sensorielles (ISO 4120 : 2007).
Pour cela, trois échantillons, dont deux identiques, sont présentés simultanément aux juges
qui doivent désigner |'échantillon différent. Dans le cadre de cette étude, les deux
échantillons identiques (B) correspondent a de I'eau minérale (eau de source de montagne
Laqueuille) et I'échantillon différent (A) correspond a la protéine Hspl12 dissoute dans la
méme eau a une concentration donnée. Cing concentrations sont évaluées : 2,5, 5, 10, 20 et
40 mg/L grace a cinq tests triangulaires. Les dégustations sont réalisées suivant l'ordre de
concentration croissante de la protéine Hspl2. Les juges commencent donc par le test
triangulaire avec la concentration de 2,5 mg/L et finissent par le test avec la concentration
de 40 mg/L. Trois présentations sont possibles selon I'ordre de dégustation : ABB, BAB et
BBA. L'ordre de présentation des verres est équilibré sur I'ensemble des individus afin
d’éviter le biais di a I'ordre de dégustation des verres. Le jury de ce test est constitué de
vingt-deux personnes appartenant au personnel des laboratoires de I'ISVV et entrainées a la
dégustation des vins. Les échantillons sont présentés dans des verres AFNOR dans une salle

de dégustation équipée de box individuels.

Chaque seuil individuel correspond a la moyenne géométrique entre la concentration
la plus basse ou I'échantillon a été identifié et la plus haute ou il n’a pas été identifié. Le seuil

collectif est obtenu en calculant la moyenne géométrique de tous les seuils individuels.

6.2 Profil sensoriel

Le profil sensoriel consiste a présenter consécutivement les échantillons a évaluer a

un panel de dégustateurs. Les 3 modalités sont présentées dans des verres AFNOR, dans une

68



salle de dégustation équipée de boxes individuels. Dix-sept personnes appartenant au
personnel des laboratoires de I'ISVV et entrainées a la dégustation des vins ont participé a ce
test sensoriel. Elles doivent alors évaluer et noter sur une échelle l'intensité de chaque
descripteur donné pour tous les échantillons. Trois descripteurs sont choisis : la sucrosité,
I'acidité et I'amertume. Les notes d’intensité attribuées par le panel sont alors centrées-
réduites afin de s’affranchir du facteur de notation des juges puis les résultats sont traités

par une analyse de la variance, appelée ANOVA.

L’ANOVA a un facteur est un traitement statistique permettant de comparer les
moyennes d’une variable quantitative (intensité du descripteur) en fonction d’'une variable
qualitative (la protéine Hsp12). L'utilisation de I’ANOVA nécessite la vérification de deux
hypothéses au préalable. Il faut que s’assurer de I’'homogénéité des variances des notes pour
un descripteur donné (test de Levene) et s’assurer que ces notes suivent une loi normale

(test de Shapiro-Wilk).
L’ANOVA teste les hypotheses suivantes :
e HO (hypothése nulle) : les moyennes de chaque modalité sont identiques

e HA (hypothése alternative) : au moins une des moyennes est différente des autres

Si la p-value est supérieure au risque o (0,05), alors on accepte I'hypothése nulle HO. Toutes

les modalités sont identiques pour un descripteur donné (sucrosité, acidité ou amertume).

Si la p-value est inférieure au risque o (0,05), alors on rejette I'hypothese nulle HO et on
accepte I'hypothese alternative HA : il existe au moins une modalité dont la moyenne est

différente des autres moyennes pour un descripteur donné.

Dans le cas ou l'on rejette I'hypothése nulle HO, TANOVA ne permet pas de savoir
quelles modalités sont différentes. Ainsi des tests de comparaisons multiples de moyennes,

tels que le test de Tukey, sont utilisés pour identifier les modalités différentes.

6.3 Test d’activation du récepteur T1IR2/T1R3

Le test d’activation du récepteur au gout sucré T1R2/T1R3 a été réalisé dans le cadre

d’une collaboration avec I'équipe du Dr Loic Briand (CSGA — Dijon). Cette équipe a développé
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un test permettant de mesurer I'activation du récepteur humain T1IR2/T1R3 exprimé par des
cellules HEK293 par des molécules sucrées (Poirier et al., 2012). Les cellules sont chargées
avec une sonde fluorescente sensible au calcium. Si la protéine Hsp12 active le récepteur, il y
aura libération de calcium intracellulaire et donc augmentation de la fluorescence. La
protéine Hsp12 est ajoutée au contact des cellules a des concentrations croissantes allant de
0,001 mg/mL a 0,5 mg/mL et la réponse calcique intracellulaire est suivie par fluorescence.
Pour analyser I'efficacité de la protéine Hspl2 a stimuler le récepteur T1IR2/T1R3, une
fonction dose-réponse est réalisée, permettant le calcul de la concentration efficace

médiane (CE50).
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7 Développement d’'une méthode de dosage par ELISA

Une méthode de dosage par ELISA (Enzyme-Linked Immuno Assay) a été développée

afin de pouvoir quantifier la protéine Hsp12. L'objectif est de pouvoir quantifier la protéine

Hsp12 de facon spécifique, dans différentes matrices et avec une grande sensibilité. Un

dosage par ELISA « sandwich » a donc été développé.

Cette technique est réalisée en 6 étapes (Figure 12). Chaque étape nécessite un

temps d’incubation allant d’'une heure a une nuit entiére. Entre chaque étape, des lavages

sont réalisés afin d’éliminer I'exceés d’échantillon. Les étapes sont les suivantes :

1.

Un anticorps reconnaissant la protéine Hsp12 (anti-Hsp12) est adsorbé sur la surface des

puits d’une microplaque. Il est appelé anticorps de capture.

. Des protéines de lait sont déposées pour bloquer les sites restés libres sur la surface des

puits. Cette étape permet d’éviter I'adsorption de la protéine Hsp12 ou du deuxiéme

anticorps sur la surface.

. L’échantillon contenant la protéine Hspl12 a doser est déposé. La protéine Hspl12 peut

ainsi interagir avec I'anticorps de capture.

. Un deuxiéme anticorps anti-Hsp12 est déposé. Il est appelé I'anticorps de détection car il

peut reconnaitre la protéine Hspl2 fixée par le premier anticorps et permettre sa

détection.

. Un anticorps secondaire est ensuite déposé. Cet anticorps reconnait |'anticorps de

détection. Il est couplé a une enzyme, qui est souvent la peroxydase de raifort

(horseradish peroxidase — HRP).

. Un substrat est ensuite déposé dans les puits. La réaction enzymatique de la peroxydase

transforme le substrat incolore en un produit coloré, dont I'absorbance est mesurée par
spectrophotométrie (ici, le TMB sera utilisé, il est incolore et sera transformé en un

produit bleu).
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Figure 12 : Représentation des 6 étapes du dosage par ELISA sandwich.
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7.1 Obtention des anticorps anti-Hsp12

Les anticorps anti-Hsp12 ont été obtenus grace a l'immunisation d’animaux en
utilisant comme immunogene la protéine Hspl2 recombinante pure, produite chez
Escherichia coli lors d’une précédente étude (Léger et al., 2017). Ce sont des anticorps
polyclonaux pouvant reconnaitre plusieurs épitopes de la protéine Hsp12. Des lapins et des
cobayes ont été immunisés respectivement pour obtenir I'anticorps de capture et I'anticorps
de détection (Entreprise Covalab). Les sera sont ensuite récupérés et immuno-purifiés, sur
une colonne greffées avec la protéine Hsp12, afin de conserver uniquement les anticorps

anti-Hsp12 (Figure 13).
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Figure 13 : Représentation du principe d’immuno-purification des anticorps.

Une fois les anticorps obtenus, le protocole de dosage ELISA a pu étre développé.
Initialement, un dosage par ELISA direct a été développé. Ce dosage consiste a déposer
directement la protéine Hsp12 sur la microplaque sans utiliser d’anticorps de capture au
préalable. La mise au point avec la protéine Hspl2 pure était prometteuse mais des
problémes sont apparus lors de la quantification d’échantillons complexes. En effet, lors du
dépot de I'échantillon sur la microplaque, il y a une compétition entre les protéines lors de
I'adsorption sur la surface des puits. Ainsi, plus I’échantillon est complexe, moins la protéine
Hsp12 peut s’adsorber et donc la concentration de protéine Hsp12 est sous-estimée. Cette
méthode de dosage a donc été abandonnée au profit d’un dosage par ELISA sandwich. Ce
dernier permet d’éviter le phénomene de compétition grace a 'utilisation d’un anticorps de

capture spécifique de la protéine Hsp12.

7.2 Développement du protocole de dosage ELISA

Le défi du développement du protocole de dosage ELISA est d’identifier les
concentrations d’anticorps de capture, d’anticorps de détection et d’anticorps secondaire

adaptées a la quantification de petites quantités de protéine Hspl2. Des microplaques
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96 puits (Nunc) sont utilisées afin de tester de nombreuses conditions différentes. Il y a donc
4 parametres a évaluer en paralléle, qui sont la concentration de la protéine Hsp12 et les

concentrations des 3 anticorps. La méthode des cadrans est alors utilisée (Figure 14).
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Figure 14 : Représentation de la méthode des cadrans.

Cette méthode consiste a utiliser 4 concentrations différentes de I'anticorps de
capture selon les lignes de la microplaque. Puis la protéine Hsp12 recombinante est ajoutée
a 5 concentrations différentes selon les colonnes. Enfin I’anticorps de détection est ajouté a
4 concentrations différentes selon 4 cadrans. Ainsi chaque puits correspond a une condition
particuliere. Cette technique permet d’évaluer sur une plaque 3 des 4 parametres. La
concentration en anticorps secondaire n’est pas évaluée dans ce premier test, ainsi une
concentration recommandée par le fournisseur est choisie pour toute la microplaque. La
concentration de I'anticorps de capture est rapidement déterminée puisque au-dela d’'une
certaine concentration, la surface des puits est saturée. La concentration pour saturer les
puits avec I'anticorps de capture (de lapin) est de 4 ug/mL. Une fois ce parametre déterminé,
la méthode des cadrans est a nouveau utilisée mais cette fois ci avec comme paramétre : la
protéine Hspl2, 'anticorps de détection et I'anticorps secondaire. Afin d’avoir une limite de
quantification de la protéine Hsp12 a 1 ng/mL, I'anticorps de détection (de cobaye) est
utilisé a une concentration de 172 ug/mL et I'anticorps secondaire a 25 ng/mL (anticorps
anti-cobaye). La gamme de calibration permet de quantifier 1 ng/mL a 13 ng/mL de protéine

Hsp12 (Figure 15).
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Figure 15 : Courbe de calibration du dosage ELISA.

La détermination des conditions optimales a été réalisée avec la protéine Hsp12
recombinante. Ces conditions doivent étre validées avec différents échantillons pour vérifier

I'efficacité du protocole développé.

7.3 Validation du protocole de dosage ELISA

7.3.1 Quantification de la protéine Hsp12 dans des cultures de levures

Afin de valider le protocole de dosage ELISA, la quantification de la protéine Hsp12
est réalisée dans du milieu de culture et dans des levures. Quatre souches de levure
Saccharomyces cerevisiae sont utilisées, dont deux souches cenologiques : Fx10 et VL3, une
souche provenant de brasserie: A24 et une souche dont le géne HSP12 est inactivé :

AHSP12.

7.3.1.1 Cultures et traitements des échantillons

Ces 4 souches ont été cultivées en Erlenmeyer avec du milieu YPD a 30°C pendant

24h. Les levures sont ensuite récoltées par centrifugation. Les protéines sont récupérées
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aprées lyse des cellules et chauffage, comme décrit précédemment (cf. 2 Préparation des

extraits protéiques) afin d’obtenir des extraits protéiques.

7.3.1.2 Dosage ELISA dans du milieu de culture

Il est tout d’abord vérifié que la protéine Hsp12 peut étre quantifiée dans le milieu de
culture. Elle est ainsi ajoutée dans du milieu YPD a une concentration de 2 ng/mL. Suite au
dosage par ELISA en triplicata, une concentration moyenne de 2,1 ng/mL est obtenue. Le
protocole de dosage ELISA est donc adapté a la quantification de la protéine Hsp12 dans un

milieu complexe tel que du milieu de culture YPD.

7.3.1.3 Dosage ELISA dans les levures

Le protocole de dosage ELISA est ensuite appliqué sur les 4 extraits protéiques
obtenus suite aux cultures des 4 souches de levure. Les quantifications sont montrées ci-
dessous et sont exprimées en quantité de protéine Hspl2 produite par litre de culture

(Figure 16).
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Figure 16 : Quantification par ELISA de la protéine Hsp12 produite par 4 souches de levure : VL3,
Fx10, A24 et AHSP12.
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Une concentration en protéine Hsp12 est obtenue pour 3 souches : Fx10, VL3 et A24.
La comparaison des souches montre que la production de la protéine Hsp12 dépend des
souches de levures. Ces résultats sont en accord avec une précédente étude qui a analysé la
quantité de transcrits du géne HSP12 exprimés par ces 3 souches (Marchal et al., 2015). Pour
la souche AHSP12 n’exprimant pas le géne HSP12, la protéine Hspl2 n’est pas détectée.
Cette souche sert de contréle négatif et permet de vérifier que le dosage ne détecte pas de
protéine Hspl2 lorsqu’elle n’est pas produite. Ces résultats prouvent que le protocole
développé permet la quantification de la protéine Hsp12 native de Saccharomyces cerevisiae

a partir de cultures.

7.3.2 Quantification de la protéine Hsp12 dans du vin

Initialement, des peptides de la protéine Hspl2 ont été identifiés dans du vin,
suggérant la présence de la protéine Hsp12 dans le vin. Le protocole de dosage ELISA a ainsi

été testé pour la quantification de la protéine Hsp12 dans du vin.

Tout d’abord, il faut vérifier que le dosage ELISA permet la quantification de la
protéine Hspl2 dans du vin. La protéine Hspl2 est ainsi ajoutée dans un vin blanc
commercial a une concentration de 2 ng/mL. Suite au dosage par ELISA en triplicata, une
concentration moyenne de 1,9 ng/mL est obtenue. Cela confirme que le protocole de dosage

ELISA est adapté a la quantification de la protéine Hsp12 dans du vin.

Le protocole est ensuite utilisé pour quantifier directement la protéine Hsp12 dans
des vins commercialisés. La quantification est réalisée sur 4 vins blancs, dont 2 vins ont été
élevés sur lies de levures. Les résultats montrent que la protéine Hsp12 n’est détectée dans
aucun des vins. Il a été montré précédemment que le dosage ELISA est adapté a la
quantification de la protéine Hsp12 dans le vin jusqu’a une concentration de 1 ng/mL. Il y a

donc plusieurs hypotheses :

i. La concentration de la protéine Hsp12 est inférieure a 1 ng/mL dans le vin.
ii. La protéine Hsp12 n’a jamais été présente dans ces vins malgré I'élevage sur lies.
iii. Lorsqu’elle est libérée dans le vin, elle est rapidement dégradée par des protéases et le

dosage ELISA ne permet pas de quantifier les peptides issus de sa digestion.
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Ces hypotheses feront 'objet d’études dans la suite de la these.

7.4 Conclusion

Ce protocole de dosage ELISA permet donc une quantification de la protéine Hsp12 a
partir de 1 ng/mL, ce qui correspond a une trés bonne sensibilité pour ce type de dosage. De
plus, ce protocole permet la quantification de la protéine Hsp12 dans différentes matrices,

que ce soit directement dans du milieu de culture, apres lyse des levures ou dans du vin.
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Chapitre 3. Impact du stress sur la production de

la protéine Hsp12

1 Introduction

La protéine Hspl2 a fait I'objet de plusieurs études afin d’identifier les stress
responsables de son expression. La plupart des études se sont basées sur la quantification
des transcrits du géne HSP12 (Praekelt and Meacock, 1990; Martinez-Pastor et al., 1996;
Ivorra, Pérez-Ortin and Del Olmo, 1999; Amords and Estruch, 2001; Carrasco et al., 2001).
Toutefois, la corrélation entre la quantité des transcrits du gene HSP12 et la quantité de
protéine Hsp12 traduite n’a pas été montrée. En effet, chez la levure la quantité de protéine
est corrélée a la quantité d’ARNm pour seulement un tiers des protéines (Schwanhiiusser et
al., 2011). Il est donc nécessaire de quantifier la protéine Hsp12 pour évaluer I'impact des
stress sur la production de la protéine Hsp12. Le dosage ELISA développé au cours de la
thése permet de répondre a cet objectif. L'impact de trois stress sur la quantité de protéine

Hsp12 est ainsi évalué : le stress thermique, le stress osmotique et le stress éthanolique.

Afin d’étudier I'impact de ces stress, des cultures de la levure Saccharomyces
cerevisiage sont réalisées. La levure développe 2 métabolismes particuliers selon les
conditions environnementales : un métabolisme respiratoire en condition aérobie et un
métabolisme fermentaire en condition anaérobie. Elle peut également développer un
métabolisme respiro-fermentaire, qui correspond a la combinaison des 2 métabolismes, en
condition aérobie et en présence d’'une concentration de glucose supérieure a 150 mg/L.
Dans les 3 cas, la levure consomme le glucose présent dans le milieu et le transforme en
pyruvate grace a la glycolyse. Dans le cas du métabolisme respiratoire, le pyruvate est
ensuite transformé en différents intermédiaires intervenant dans le cycle de Krebs menant a
la consommation de dioxygéne et a la production d’eau, de dioxyde de carbone et d’une
grande quantité d’ATP (36 moles pour 1 mole de glucose) (Figure 17). Dans le cas d’un
métabolisme fermentaire, le pyruvate est transformé en éthanol et permet la production de
CO, et d’une petite quantité d’ATP (2 moles pour 1 mole de glucose) grace a la glycolyse. De

plus, des métabolites secondaires comme le glycérol et des acides organiques (acides
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succinique et acétique principalement) sont également formés en faible quantité. Le
glycérol, co-produit majoritaire aprés I'éthanol et le CO,, est lui issu d’'une déviation de la

voie de la glycolyse (Figure 17).
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Figure 17 : Schéma simplifié représentant les métabolismes respiratoire et fermentaire chez
Saccharomyces cerevisiae.

En milieu YPD et en condition aérobie, la levure S. cerevisiae va développer un
métabolisme respiro-fermentaire avec une composante fermentaire majoritaire. Ceci est
appelé 'effet Crabtree, qui se caractérise par |'utilisation préférentielle d’'un métabolisme
fermentaire en présence d’oxygéne, lorsque la concentration en glucose est supérieure a
150 mg/L (Otterstedt et al., 2004; Pfeiffer and Morley, 2014). La levure va ainsi transformer
essentiellement le pyruvate en éthanol et en CO,. Une partie du pyruvate intégrera toutefois
un métabolisme respiratoire menant a la production d’ATP, permettant ainsi une croissance
rapide des levures. Les levures vont donc consommer du glucose et de I’O; et produire de
I’éthanol ainsi que du CO,. Elles vont également produire des métabolites secondaires
(glycérol, acides organiques). Ces conditions sont optimales pour la croissance des levures,
elles vont donc se multiplier de fagon exponentielle jusqu’a I'épuisement du glucose. Une
fois la totalité du glucose consommée, les levures entrent dans une phase de changement
métabolique appelée la transition diauxique (Uzawa et al., 2004; Chu and Barnes, 2016).

Elles passent ainsi d’'un métabolisme respiro-fermentaire a un métabolisme respiratoire.
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Cette transition se traduit par, d’'une part le ralentissement de la croissance et de la
production de CO,; et, d’autre part I'utilisation de I'éthanol et des métabolites secondaires
comme substrat. Puis, les levures vont entrer dans une deuxiéme phase de croissance
exponentielle, caractérisée par un taux de croissance plus faible que lors de Ia
consommation du glucose. Lorsque la totalité de I'éthanol et des métabolites secondaires
sont consommés, les levures entrent alors en phase stationnaire, caractérisée par un taux de

croissance nul.

La concentration cellulaire, la concentration en substrats et en métabolites, la
consommation de I'O,, le dégagement de CO; et le pH permettront de suivre les cultures de

Saccharomyces cerevisiae et de standardiser I'application du stress a évaluer.
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2 Evaluation de I'impact des stress

L'impact de 3 stress (thermique, osmotique et éthanolique) appliqués pendant 1h est
évalué grace a des cultures de la souche Fx10 réalisées en Erlenmeyer. Pour I'évaluation de
chaque stress, 10 cultures sont menées en parallele dont 5 cultures témoins et 5 cultures
stressées. Le stress est appligué au moment de la transition diauxique pour plusieurs

raisons :

i. s’affranchir de la répression de l'expression du géne HSP12 lorsque la levure
consomme le glucose (De Groot et al., 2000).
ii. standardiser le moment ou est appliqué le stress et assurer la reproductibilité des

résultats entre chaque culture.

Le stress est appliqué pendant 1h. Puis les cellules sont récoltées afin d’extraire la protéine
Hsp12 par sonication et chauffage. La quantification de la protéine Hsp12 par dosage ELISA
est réalisée a partir de 3 dilutions de chaque échantillon. Ainsi, 15 valeurs de concentration
sont obtenues pour chaque condition expérimentale (témoin et stressée). Pour chaque
échantillon, le quotient de sa concentration en protéine Hsp12 par rapport a la moyenne des
concentrations des échantillons témoins est calculé.

[Hspl2]
m [Hsp12]témoin

Quotient =

Ce calcul permet de comparer les facteurs d’augmentation ou de diminution de la quantité
de protéine Hspl2. Aprés vérification de la normalité des valeurs et de I’lhomogénéité de
leur variance, des tests statistiques de comparaison de moyenne permettent d’analyser

I'impact de chaque stress sur la quantité de protéine Hsp12 produite.

2.1 Suivi de croissance des levures

Le suivi des cultures est réalisé par la mesure de la densité optique (DO) a 600 nm
représentant la biomasse, et, par le dosage du glucose dans le milieu. A titre d’exemple, le

suivi d’une culture témoin et d’une culture stressée lors de I'évaluation du stress thermique
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est montré ci-dessous (Figure 18). Des résultats similaires sont obtenus avec les stress

osmotique et éthanolique.
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Figure 18 : Suivi des cultures témoin et stressée lors de I’évaluation du stress thermique.
Pour les courbes In(DO), les barres d’erreur correspondent aux déviations standards de la mesure

de chaque valeur en triplicata.

Apres adaptation des levures aux conditions de culture, la croissance se fait de

maniere exponentielle a partir de 2h de culture avec un taux de croissance maximal de

0,51 h™ A partir de 8h de culture, un ralentissement de la croissance des levures est

observé. Ce ralentissement est concomitant de I'épuisement du glucose dans le milieu,

substrat carboné principal. A 9h de culture, la transition diauxique intervient. Les stress sont

alors appligués : augmentation ou diminution de la température, augmentation de

I'osmolarité ou ajout d’éthanol. A 10h de culture, la quantité de biomasse est stable dans les

cultures témoins et dans les cultures stressées. Par conséquent, les stress étudiés ne

semblent pas avoir d’effet notable sur la croissance des levures, mais quel est leur impact

sur la quantité de protéine Hsp12 ?

2.2 Stress thermiques

Les cultures témoins sont menées a 30°C. L'impact de deux stress thermiques a été

évalué, d’une part, 'augmentation de la température a 40°C et d’autre part, la diminution a

20°C.
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2.2.1 Stress thermique a 40°C

La température des cultures est augmentée de 30°C a 40°C au moment de la
transition diauxique et cette température est maintenue pendant 1h. La quantification de la
protéine Hspl2 par dosage ELISA est réalisée pour les cultures témoins et les cultures

stressées (Figure 19).
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Figure 19 : Diagramme en boite représentant les résultats de la quantification de la protéine Hsp12
suite au stress thermique a 40°C.
Le quotient de la concentration de protéine Hsp12 est exprimé en fonction des deux conditions.
(*** : p-value <0,01)

Le diagramme en boite est une représentation statistique des données, qui permet
d’évaluer et comparer la forme, la tendance centrale et la variabilité de la distribution
d'échantillons. La boite colorée représente la distance entre les premier et troisieme
quartiles des données, ce qui correspond a la moitié centrale des données. La ligne dans la
boite représente la médiane et donc le centrage des données. Les barres représentent la
dispersion des données. Les données de la condition témoin sont centrées et trés peu
dispersées. Les données de la condition stressée sont quant a elle moins centrées et un peu
plus dispersées. Cette dispersion peut s’expliquer par I'utilisation de cellules vivantes, il y a

donc une variabilité inhérente aux systémes biologiques. Suite au stress thermique, la

84



quantité de protéine Hspl2 augmente en moyenne d’un facteur 1,9. Les données sont
analysées statistiqguement afin de vérifier si cette différence est significative. Un test non
paramétrigue de Mann Whitney est utilisé car les variances des données ne sont pas
homogénes (p-value =0,033). Ce test montre une différence significative a un risque
inférieur a 1% (p-value < 0,0001) entre la quantité de protéine Hspl12 dans la condition
témoin et la condition stressée. Par conséquent, la quantité de protéine Hsp12 produite par
la souche Fx10 de Saccharomyces cerevisiae augmente significativement aprés un stress
thermique a 40°C pendant 1h. Il a été montré que le stress thermique, par augmentation de
la température, entraine I'augmentation de la quantité de transcrits du géne HSP12
(Praekelt and Meacock, 1990; Martinez-Pastor et al., 1996; lvorra et al., 1999; Carrasco et
al., 2001). Les résultats obtenus confirment donc la traduction des ARNm en protéine Hsp12

au cours de ce stress.

2.2.2 Stress thermique a 20°C

Un stress thermique a 20°C est ensuite réalisé dans les mémes conditions que
précédemment (cf. 2.2.1 Stress thermique a 40°C). La quantification de la protéine Hsp12

par dosage ELISA est réalisée pour les cultures témoins et les cultures stressées (Figure 20).
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Figure 20 : Diagramme en boite représentant les résultats de la quantification de la protéine Hsp12
suite au stress thermique a 20°C.
Le quotient de la concentration de protéine Hsp12 est exprimé en fonction des deux conditions.
(*** : p-value <0,01)

Suite au stress thermique a 20°C, la quantité de protéine Hspl2 augmente en
moyenne d’un facteur 1,2. Les données sont analysées statistiquement afin de vérifier si
cette différence est significative. Un test non paramétrique de Mann Whitney est utilisé car
les données ne suivent pas une loi normale (p-value = 0,032). Ce test montre une différence
significative a un risque inférieur a 1% (p-value = 0,002) entre la quantité de la protéine
Hspl12 dans la condition témoin et la condition stressée. Par conséquent, une augmentation
significative de la quantité de protéine Hsp12 produite par S. cerevisiae est observée apres
un stress thermique a 20°C pendant 1h. Le taux d’augmentation est toutefois inférieur a
celui obtenu avec une augmentation de température. La souche Fx10 est tolérante a une
température comprise entre 20°C et 35°C (Annexe). La diminution de la température a 20°C
est une condition qui génére peut-étre moins de stress pour cette souche, par rapport a

I’'augmentation de la température a 40°C.

En conclusion, a partir d’une culture de la souche Fx10 menée a 30°C, la modification

de la température a 40°C ou a 20°C pendant 1h entraine une augmentation significative de la
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quantité de protéine Hspl12 produite. Le stress thermique a 40°C entraine la production
d’une quantité plus importante de protéine Hspl2 que celui a 20°C. Ceci suggére une

réponse plus importante de la levure a 'augmentation de la température.

2.3 Stress osmotique

Le stress osmotique consiste a augmenter I'osmolarité du milieu de culture des
levures en ajoutant 400 mM de chlorure de sodium (NaCl) et a maintenir les levures dans
cette condition pendant 1h. La quantification par dosage ELISA est réalisée pour les cultures

témoins et les cultures stressées (Figure 21).
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Figure 21 : Diagramme en boite représentant les résultats de la quantification de la protéine Hsp12
suite au stress osmotique.
Le quotient de la concentration de protéine Hsp12 est exprimé en fonction des deux conditions.
(*** : p-value <0,01)

Une heure aprés I'application du stress osmotique, la quantité de protéine Hspl2
augmente en moyenne d’un facteur 2,1. Les données sont analysées statistiquement afin de
vérifier si cette différence est significative. Le test paramétrique de Student est utilisé car les
données suivent une loi normale (p-value = 0,231) et leurs variances sont homogénes
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(p-value = 0,127). Ce test montre une différence significative a un risque inférieur a 1%
(p-value < 0,0001) entre la concentration de la protéine Hsp12 dans la condition témoin et la
condition stressée. Par conséquent, la quantité de protéine Hspl2 produite augmente
significativement 1h aprés I'application du stress osmotique. Il a été montré que le stress
osmotique, notamment par ajout de 400 mM NacCl, entraine I'augmentation de la quantité
de transcrits du gene HSP12 (Martinez-Pastor et al., 1996; Amords and Estruch, 2001). Les
résultats obtenus confirment donc la traduction des ARNm en protéine Hsp12 au cours de ce

stress.

2.4 Stress éthanolique

Le stress éthanolique consiste a ajouter de I'éthanol dans le milieu de culture des
levures afin d’atteindre une concentration finale de 12% (v/v), soit 95 g/L. La quantification
par dosage ELISA est réalisée 1h aprés I'ajout d’éthanol pour les cultures témoins et les

cultures stressées (Figure 22).
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Figure 22 : Diagramme en boite représentant les résultats de la quantification de la protéine Hsp12
suite au stress éthanolique.
Le quotient de la concentration de protéine Hsp12 est exprimé en fonction des deux conditions.
(*** : p-value <0,01)

88



Une heure apres 'application du stress éthanolique, la quantité de protéine Hsp12
diminue en moyenne d’un facteur 2. Les données sont analysées statistiquement afin de
vérifier si cette différence est significative. Un test non paramétrique de Mann Whitney est
utilisé car les variances des données ne sont pas homogénes (p-value = 0,013). Ce test
montre une différence significative a un risque inférieur a 1% (p-value < 0,0001) entre la
concentration de la protéine Hspl12 dans la condition témoin et la condition stressée. Par
conséquent, la quantité de protéine Hspl2 produite diminue significativement 1h apres
I'application du stress éthanolique. Pour rappel, cette étude est réalisée avec la souche
cenologique Fx10 sélectionnée pour la vinification tolérante jusqu’a une concentration de

16% (v/v) d’éthanol.

Il a été montré que le stress éthanolique augmentait la quantité de transcrits du gene
HSP12 (lvorra et al, 1999; Izawa et al., 2008). Il est possible que lors d’un stress éthanolique,
les transcrits du géne HSP12 soient exprimés mais ne soient pas traduits. Une étude a
analysé I'impact de I’éthanol sur les ARNm de plusieurs protéines Hsp de S. cerevisiae (lzawa
et al., 2008). Les auteurs ont montré que malgré la forte augmentation de la quantité
d’ARNm de plusieurs Hsp en présence d’éthanol, les quantités de protéines Hsp restaient
plus faibles que lors d’un stress thermique a 42°C. Cela serait d( a une rétention des ARNm
dans le noyau a cause d’'une hyperadénylation. En effet, la polyadénylation est un élément
critique pour le transport des ARNm du noyau vers le cytoplasme. Les ARNm étant bloqués
dans le noyau, ils ne peuvent pas étre traduits en protéines (Figure 23). Cette étude n’a pas
analysé la protéine Hspl2 spécifiguement, mais ce mécanisme pourrait expliquer les

résultats obtenus.
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Figure 23 : Schéma représentant les résultats obtenus par Izawa et al sur I'analyse de I'impact du
stress éthanolique sur les transcrits de certains génes HSP.

Ces mécanismes ne sont pas observés suite a un stress thermique. En effet, Izawa
et al ont montré que suite a I'application d’un stress thermique a 42°C, la quantité de
transcrits des genes HSP augmente ainsi que la quantité de protéines Hsp associées. Ces

mécanismes semblent donc spécifiques de la réponse a un stress éthanolique.

Alors comment expliquer que la présence d’éthanol entraine une augmentation des
transcrits des genes HSP mais qu’il n’y est pas traduction de ces ARNm ? Toujours dans cette
étude, lzawa et al ont montré l'existence d’une relation concentration-effet. Pour une
concentration en éthanol de 7% (v/v), il y a une rétention partielle des ARNm et avec 9%
d’éthanol il y a une rétention totale. Plus la quantité d’éthanol est importante, plus les
ARNm sont retenus dans le noyau, suggérant une régulation des ARNm lorsque I’éthanol est
présent en quantité importante. Ceci pourrait expliquer les résultats obtenus avec la

protéine Hsp12 et une concentration en éthanol de 12%.

Par ailleurs, Izawa et al ont montré que les ARNm hyperadénylés ne sont pas
dégradés dans le noyau au cours de I'expérience. lls suggérent donc que |I’hyperadénylation
pourrait permettre de les stabiliser et de les « laisser en attente » dans le noyau. En effet, ils
ont montré que I'hyperadénylation des ARNm est réversible lorsque le stress éthanolique est

supprimé. Les ARNm bloqués dans le noyau sont alors exportés et traduits en protéines Hsp.
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Ce mécanisme pourrait permettre a la cellule de créer un pool d’ARNm prét a étre traduits

lorsque la totalité de I'éthanol est consommée.

Toutes ces observations montrent que la réponse au stress éthanolique est différente
des autres (thermique, osmotique, dessiccation, ...), ce qui est également avancé dans
d’autres études (Stanley et al., 2010). Les mécanismes mis en jeu restent néanmoins mal
compris. Il existe aussi probablement une variabilité entre les souches de levure, notamment
ici avec une souche cenologique qui est sélectionnée selon des capacités bien spécifiques,

telles que la production d’éthanol et la tolérance associée.

2.5 Conclusion

La protéine Hspl2 a été quantifiée suite a I'application de différents stress sur des
cultures de la souche Fx10 de Saccharomyces cerevisiae. Cette étude démontre, pour la
premiére fois, que la quantité de protéine Hsp12 native augmente significativement suite a
des stress thermiques a 40°C et 20°C et a un stress osmotique a 400 mM de NaCl. Ces
résultats sont corrélés avec des observations précédentes sur 'augmentation des taux de
transcrits du géne HSP12. L'impact d’un stress éthanolique a montré une diminution de la
guantité de protéine Hsp12. Ceci ne corrobore pas l'augmentation des taux de transcrits du
géne HSP12 décrite dans la littérature. Des mécanismes de régulation de I'expression des
ARNm, telle que I'hyperadénylation, pourraient étre responsables de la faible quantité de

protéine Hsp12 traduite alors que la quantité de transcrits augmente.

L'impact de ces stress sur la production de la protéine Hsp12 a été évalué apres une
courte durée de culture (1h), qu’en est-il si ces stress sont maintenus pendant une durée
plus longue ? Est-il possible d’identifier des liens entre le métabolisme de la levure et la

production de la protéine Hsp12 ?

Un suivi de la croissance des levures et de la production de la protéine Hspl12 a ainsi

été réalisé pendant 24h pour la condition témoin et la condition stressée a 20°C.
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3 Suivi des cultures et de la production de la protéine

Hsp12 pendant 24h

Des cultures de la souche Fx10 sont menées en conditions témoin et stressée (20°C),
en bioréacteur. La protéine Hsp12 produite est quantifiée toutes les heures pendant 24h

apres traitement des échantillons comme décrit précédemment.

3.1 Suivi des cultures

3.1.1 Condition témoin

Les paramétres de suivi d’'une culture témoin pendant 24h sont présentés dans les

graphiques suivants (Figure 24).
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Figure 24 : Suivi de la culture témoin en bioréacteur pendant 24h.
A. Suivi de la densité optique. Les croissances exponentielles sont matérialisées en orange.
B. Suivi de la pO,, de la température, du CO, et du pH.

C. Suivi des substrats et produits du métabolisme.
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Pendant les deux premieres heures de culture, les levures sont en phase d’adaptation
aux conditions de culture. A partir de 2h, les levures entrent en phase exponentielle de
croissance avec un taux de croissance maximal de 0,6 h™ (Figure 24A). En métabolisme
respiro-fermentaire, le glucose est consommeé en présence d’O, pour produire de I'éthanol
(Figure 24C), du CO, (Figure 24B) et de I'acétate (Figure 24C). La production d’acétate
entraine une diminution du pH du milieu (Figure 24B). A partir de 9h de culture, c’est la
transition diauxique. Le changement métabolique se traduit par, d’'une part le
ralentissement de la croissance (Figure 24A) et de la production de CO, (Figure 24B) et,
d’autre part l'utilisation de I’éthanol, du glycérol et de I'acétate comme substrat (Figure
24C). La consommation d’acétate entraine une augmentation du pH du milieu (Figure 24B).
A partir de 11h de culture, les levures entrent dans une deuxieme phase exponentielle de
croissance avec un taux de croissance de 0,17 h™* (Figure 24A). A partir de 21h, les levures

entrent en phase stationnaire.

3.1.2 Cultures stressées (20°C)

Au cours des cultures en condition de stress thermique a 20°C, les données suivantes

sont obtenues (Figure 25).
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Pendant les huit premiéres heures de culture, le suivi de croissance est similaire a la
condition témoin avec un taux de croissance maximal de 0,59 h™* (Figure 25A). Le suivi de la
p0O,, du CO,, du pH (Figure 25B) et des métabolites (Figure 25C) est également similaire. A
partir de 9h, c’est la transition diauxique. La température de la culture est alors diminuée a
20°C jusqu’a la fin de la culture (Figure 25B). A 11h de culture, les levures entrent dans leur
deuxiéme phase exponentielle (Figure 25A) en consommant I'éthanol, le glycérol et I'acétate
présents dans le milieu (Figure 25C). Cette phase se prolonge jusqu’a au moins 24h avec un
taux de croissance de 0,07 h™ (Figure 25A). Elle est donc plus longue d’au moins 3h et
présente un taux de croissance plus faible que dans le cas de la condition témoin (0,17 h™).
En effet, le métabolisme est ralenti lorsque la température est diminuée (Salvadd et al.,
2011), la consommation des substrats est donc plus lente (Figure 25C). Quel est I'impact sur

la quantité de protéine Hsp12 produite ?

3.2 Production de la protéine Hsp12

Les quantifications de la protéine Hsp12 pour chaque condition témoin et stressée

sont présentées ci-dessous (Figure 26).
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Figure 26 : Suivi de la production de la protéine Hsp12 dans des cultures témoins et stressées par
diminution de la température a 20°C.
La quantité de protéine Hsp12 est exprimée en ng par cellule.
(n=1de Oh a 17h, n=3 de 18h & 24h)

La protéine Hsp12 n’est pas exprimée durant les huit premieres heures de culture. A
partir de 9h de culture, la protéine Hsp12 commence a étre exprimée. C'est a ce moment

gu’a lieu la transition diauxique et que le stress thermique est appliqué.

Dans la condition témoin, entre 9h et 18h de culture, la quantité de protéine Hsp12
augmente pour atteindre une valeur de 8 ng/cellule, soit 0,25 mg/g de levure. A partir de

18h, la quantité de protéine Hsp12 se stabilise a environ 7 ng/cellule.

Dans la condition stressée, la vitesse de production de la protéine Hsp12 est plus
élevée sur l'intervalle allant de 8h a 17h de culture : 2,6 ng/cellule/h contre 1 ng/cellule/h
pour la condition témoin. A 17h de culture, une valeur maximale de 18 ng/cellule est
atteinte. Cette quantité de protéine Hspl2 est significativement supérieure a celle de la
condition témoin a la méme heure (p-value < 0,0001). Puis la quantité de protéine Hsp12
diminue pour atteindre une valeur de 11 ng/cellule a 24h. La viabilité des levures a
également été évaluée aprés 18h, 21h et 24h de culture. Une viabilité de 100% est observée

dans les conditions témoin et stressée pour les 3 temps de culture.
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Durant les 8 premiéres heures de culture, les levures sont en phase de croissance
exponentielle et la protéine Hspl2 n’est pas exprimée. Il a été observé que le géne HSP12
n’est pas transcrit lors de la phase exponentielle (Praekelt and Meacock, 1990), ce qui
conforte donc les résultats obtenus. L'absence de protéine Hspl2 peut s’expliquer par la
présence de glucose dans le milieu. En effet, il a été montré que la transcription du gene

HSP12 est réprimée en présence de glucose (De Groot et al., 2000).

A partir de 9h, I'épuisement du glucose est a l'origine de la transition diauxique.
L'expression de la protéine Hsp12 est alors activée suite a la disparition du glucose. En effet,
il a été montré que la privation de glucose entrainait I'expression du géne HSP12
(lvorra et al, 1999). Pour la condition témoin, la quantité de protéine Hspl2 augmente
progressivement avant de se stabiliser 10h aprés I'épuisement du glucose a 7 ng/cellule.
L'hypothese proposée est que lorsque la répression du glucose est levée, la protéine
pourrait étre exprimée a un niveau basal, ce qui a également été observé avec |'expression

du gene HSP26 (Susek and Lindquist, 1990).

Pour la condition stressée, la vitesse de production de la protéine Hspl12 est plus
élevée sur l'intervalle allant de 8h a 17h de culture, par rapport a la condition témoin. Cette
différence est due a l'application du stress thermique. A partir de 18h, la quantité de
protéine Hsp12 diminue pour atteindre une valeur proche de celle de la condition témoin.
Suite au stress thermique, la premiere étape est la réponse au stress, qui se traduit par une
augmentation de I'expression de la protéine Hspl2. La deuxiéme étape semble étre une
phase d’adaptation durant laquelle I'expression de la protéine Hspl2 retourne a un niveau
basal (Susek and Lindquist, 1990; Ferguson et al., 2005). Afin de vérifier cette hypothese, la

culture pourrait étre prolongée pour voir I'évolution de la quantité de protéine Hsp12.

Ces résultats suggerent que la protéine Hsp12 serait exprimée en absence de glucose
a un niveau basal et participerait au développement des levures (Ferguson et al., 2005). En
outre, la protéine Hsp12 est exprimée en réponse aux stress, suggérant son implication dans
I'adaptation et/ou la résistance aux stress. Ces observations sont cohérentes avec la
régulation de I'expression du géne HSP12 par le facteur de transcription Hsfl (cf. Chapitre 1 -
2.3.1 Hsfl). En effet, il a été montré que le facteur Hsfl induit une expression basale des
geénes HSP, qui peut étre fortement augmentée en présence d’un stress thermique (Jakobsen

and Pelham, 1988).
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4 Conclusion

Dans ce chapitre, I'impact de différents stress sur la quantité de protéine Hsp12

produite par la levure Saccharomyces cerevisiae a été étudié.

D’une part, grace a des stress de courte durée (1h) il a été montré, pour la premiére
fois, que la quantité de protéine Hsp12 native augmente significativement suite a un stress
thermique a 40°C et a 20°C et suite a un stress osmotique avec 400 mM de NaCl. Ces
résultats confirment les observations précédentes sur les taux de transcrits du géne HSP12.
L'impact du stress éthanoligue a également été étudié et a montré une diminution
significative de la quantité de protéine Hsp12. Ce résultat ne corrobore pas ceux obtenus
avec les transcrits du géne HSP12. Des mécanismes de régulation de la traduction des ARNm
seraient responsables de la faible quantité de protéine Hsp12 alors que la quantité de
transcrits est importante. Il serait ainsi pertinent de vérifier la quantité de transcrits du gene

HSP12 dans notre modeéle d’étude.

D’autre part, le suivi de la production de la protéine Hspl12 suggere qu’elle serait
exprimée en absence de glucose a un niveau basal et participerait au développement des
levures. En outre, la protéine Hspl2 est exprimée en réponse aux stress, suggérant son
implication dans I'adaptation et/ou la résistance aux stress. La protéine Hsp12 pourrait donc

étre un marqueur de la présence de stress chez la levure.

Afin d’étudier I'expression basale de la protéine Hsp12, il serait intéressant d’évaluer
I'impact du stress osmotique et du stress éthanolique plusieurs heures apres leur application

afin de voir comment la quantité de protéine Hsp12 évolue.
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Chapitre 4. Purification

1 Introduction

Afin de récupérer la protéine Hsp12 native, des cultures en conditions de stress, c’est
a dire avec une diminution de la température a 20°C au moment de la transition diauxique
ont été menées pendant 24h. Ces conditions de culture permettent d’obtenir 2,8 mg de
protéine Hspl2 par litre de culture. L'extrait brut obtenu par sonication, chauffage et
concentration contient la protéine Hsp12 ainsi que de nombreuses protéines contaminantes.
Il est donc nécessaire de développer un protocole de purification afin d’éliminer les
contaminants et ainsi obtenir une pureté suffisante pour la caractérisation physico-chimique
et organoleptique de la protéine. La protéine Hsp12 étant native, elle n’est pas surexprimée
par rapport aux autres protéines de la levure et ne possedent pas de caractéristiques
permettant de la séparer spécifiguement par chromatographie d’affinité. C’'est donc un défi

de l'isoler spécifiquement.

La purification est basée sur la séparation par chromatographie. Cette technique
repose sur des liaisons ou interactions non covalentes réversibles entre les protéines et un
groupe fonctionnel (ligand) immobilisé sur un support solide (matrice). L’ensemble ligand et
matrice constitue la résine de chromatographie. Les interactions peuvent étre de différents
types : électrostatiques, hydrophobes (effet hydrophobe « stricto sensus»), de Van der
Waals, liaisons hydrogéne. Ainsi différents types de chromatographie vont pouvoir étre
utilisés en fonction des interactions mises en jeu. Traditionnellement, les ligands de
chromatographie peuvent engager un seul type d’interaction du fait de leur structure
chimique. La chromatographie échangeuse d’ions est basée sur les interactions
électrostatiques pouvant étre engagées entre la charge du ligand et celle(s) de la protéine.
La chromatographie d’interactions hydrophobes repose quant a elle sur 'effet hydrophobe
obtenu a force ionique élevée entre le ligand hydrophobe et les groupements hydrophobes
de la protéine. Cependant, des interactions dites « secondaires » non spécifiques peuvent
parfois intervenir dans |'attraction protéine-ligand. Elles sont liées a la composition de la
matrice et sont considérées comme indésirables. Par exemple, lors du développement des

supports d’interaction hydrophobes, des interactions électrostatiques secondaires ont été
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observées (Hofstee, 1973). Ces interactions sont non spécifiques et donc non désirées lors
de la purification. Néanmoins, certaines équipes ont remarqué que la présence de
groupements ioniques avec les groupements hydrophobes pouvait avoir des avantages en
termes de séparation (Hofstee, 1973; Locke, 1973). Par la suite, des résines couplant des
groupements ioniques et hydrophobes ont été développées afin d’utiliser de facon
rationnelle plusieurs types d’interactions (Kennedy et al., 1986). C’est ce que I'on appelle la

chromatographie en mode mixte (ou multimodale).

La chromatographie en mode mixte a donc pour objectif de faire intervenir au moins
deux types d’interactions de facon controlée sur un méme support de chromatographie. De
nouvelles sélectivités (capacités a séparer deux molécules) sont ainsi obtenues, différentes
de la simple combinaison de chaque type de chromatographie. La plupart des résines en
mode mixte combinent des interactions électrostatiques avec des groupements chargés et
des interactions hydrophobes avec des groupements alkyles ou aryles. Il en découle une
complexité dans le développement d’'une étape de purification puisque plusieurs parametres
vont pouvoir influencer I'accrochage des protéines sur le ligand et leur élution. Dans le cas
d’une résine couplant des interactions électrostatiques et hydrophobes, le pH va controler
I'interaction électrostatique grace a la charge. Les sels vont contréler linteraction
hydrophobe mais également l'interaction électrostatique au travers de la force ionique.
C'est tout l'intérét de la chromatographie en mode mixte, car il est possible d’optimiser de
nombreux parameétres (type et concentration en sel, pH, tampon, ...) afin de définir les
conditions de purification optimales. La combinaison de ces parametres va conférer aux
résines leur potentiel unique de séparation (Santarelli and Cabanne, 2018). Pour le
développement du procédé de purification de la protéine Hsp12, différents types de résines,

échangeuses d’ions et en mode mixte, ont été testées.

101



2 Mise au point du procédé de purification

Les premieres étapes du procédé de purification sont mises au point par criblage en
microplaques puis validées en colonnes a petite échelle. Par la suite, une augmentation des
volumes de résine et d’échantillon est réalisée afin de vérifier la pertinence du protocole et

obtenir de plus grandes quantités de protéine Hsp12 pure.

2.1 Etape 1

2.1.1 Criblage en microplaque avec la protéine Hsp12 recombinante

Afin d’identifier les meilleures conditions de purification, un criblage en microplaque
est réalisé. Cette technique permet de tester différentes résines ainsi que différents
tampons, pour la fixation de la protéine Hspl2 (adsorption) puis son décrochage

(désorption). Ce criblage est réalisé avec cing résines (Figure 27 et Tableau V) :

i. quatre résines en mode mixte, combinant des interactions électrostatiques
(échangeur d’anions) et hydrophobes : MEP HyperCel™ (Pall), HEA HyperCel™ (Pall), PPA
HyperCel™ (Pall) et Cellufine MAX IB (JNC),

ii. une résine échangeuse d’anions : Capto Q (GE Healthcare).

e Résines en mode mixte

_</ \: .
MEP HyperCel — O— CH;—CH;— CH;—S —CH,—CH, . N

H

|
HEA HyperCel — (Spacer)— T+—CHz—(CHz)4—CHs

H

|
PPA HyperCel — (Spacer)— N—CH;—CH,—CH;
|
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Figure 27 : Structure chimique des ligands pour les 5 résines de chromatographie.

Résine
HEA HyperCel
PPA HyperCel

MEP HyperCel

Cellufine MAX
IB

Capto Q

Tableau IV : Caractéristiques des 5 résines de chromatographie.

Fabricant

Pall
Pall

Pall

IJNC

GE

Matrice

Cellulose réticulée
Cellulose réticulée
Cellulose réticulée

Cellulose hautement
réticulée
Agarose réticulée et
réseau de dextran

Tailles des
billes (um)

80-100
80-100
80-100

90

90

DBC
(mg/mL)
50 (BSA)

50 (BSA)
20 (Ac)

> 60 (BSA)

100 (BSA)

Les résines HEA, PPA et MEP HyperCel sont constituées d’'une matrice formée de

cellulose réticulée contrairement a celle de la résine Capto Q qui est formée d’agarose

réticulée ainsi que de dextran. La taille des billes est similaire pour les 5 résines, comprise

entre 80 et 100 um permettant une résolution adaptée a une premiére étape de

purification. La capacité de fixation dynamique (DBC), correspondant a la quantité de

protéine modele (BSA ou anticorps) qui peut se fixer par millilitre de résine en présence d’un

flux de tampon. Elle est comprise entre 50 et 100 mg/mL selon les résines.
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La protéine recombinante Hsp12 pure produite chez Escherichia coli a été utilisée
comme échantillon pour ce criblage (Léger et al., 2017). L’équilibration et le lavage ont été
réalisés avec du tampon Tris-HClI 50 mM a pH 8. Pour I’élution, quatre tampons ont été
testés : un tampon sodium-citrate 100 mM a pH 4 et trois tampons sodium-citrate 100 mM a
pH 5 avec soit 0,1 M de NaCl, 0,5 M de NaCl ou 1 M de NaCl. La quantité de protéine Hsp12
est obtenue par spectrophotométrie dans les différentes fractions : fraction de protéines

non retenues (NR), fraction de lavage et fraction d’élution (Figure 28). Dans chaque puits,

189 mg de protéine Hsp12 pure sont déposés.
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Figure 28 : Criblage en microplaque de différentes résines.
La quantité de protéine Hsp12 est montrée dans chaque fraction (non retenue, lavage et élution)
en fonction des 5 résines et des 4 conditions d’élution.

Avec la résine en mode mixte MEP HyperCel, 155 mg (82%) de protéine Hsp12 sont
retrouvés en moyenne dans les fractions non retenues. La protéine ne s’est donc pas fixée
sur la résine. Le ligand de la résine MEP HyperCel posséde un pKa de 4,8. A pH 8, il n’est pas
chargé et ne peut faire intervenir que des interactions hydrophobes. La protéine Hsp12 est

majoritairement hydrophile et n’a visiblement pas pu créer d’interactions hydrophobes avec
la résine.
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Les trois résines en mode mixte HEA HyperCel, PPA HyperCel et Cellufine MAX IB
présentent des résultats similaires. Il n’y a pas de protéine Hsp12 dans les fractions non
retenues et de lavage. Elle s’est donc fixée sur ces trois résines. Ces trois résines possedent
des pKa basiques, elles sont donc chargées positivement lors de la phase d’accrochage a
pH 8. La protéine Hspl2 quant a elle est chargée négativement du fait de son point
isoélectrique (pl = 5,2). Elle peut donc interagir avec les résines au travers d’interactions
électrostatiques, mais aussi éventuellement par des interactions hydrophobes. Dans les
fractions d’élution, 151 mg (80%), 125 mg (66%) et 129 mg (68%) de la protéine Hsp12 sont
récupérés respectivement pour les résines HEA HyperCel, PPA HyperCel et Cellufine MAX IB.

La protéine Hsp12 est donc décrochée des résines grace aux tampons d’élution utilisés.

La résine échangeuse d’anions Capto Q présente un comportement similaire a celui
des trois résines précédentes. La protéine Hsp12 s’est fixée sur la résine et est éluée avec les
différents tampons d’élution. Il faut noter que les quantités protéiques obtenues sont plus
élevées qu’avec les résines en mode mixte, la quasi-totalité de la protéine Hsp12 est donc
récupérée apres |'étape d’élution. Cette résine a donc été choisie, avec le tampon Tris-HCI
50 mM a pH 8 comme tampon d’équilibration. Le tampon sodium-citrate 100 mM a pH 4 est
choisi comme tampon d’élution car il permet |'élution de la quasi-totalité de la protéine
Hsp12 sans ajout de NaCl. Ceci permet de s’affranchir de I'ajout de NaCl qui pourrait étre

génant pour I'étape de purification suivante.

Ces observations ont été obtenues grace a un criblage en microplaque. Il s’agit de
conditions statiques, puisqu’il n’y a pas un flux continu des tampons au travers de la résine. Il
faut donc confirmer ces résultats en condition dynamique et avec un échantillon brut obtenu

apres lyse des levures.

2.1.2 Validation des résultats

2.1.2.1 Résine Capto Q

Un automate de purification AKTA Avant (GE Healthcare) est utilisé avec une colonne

contenant de la résine Capto Q. La purification est réalisée avec une colonne contenant 1 mL
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de résine. 1,5 mL d’extrait brut sont injectés dans la colonne. Les tampons d’équilibration et
d’élution utilisés sont ceux choisis précédemment grace au criblage. Le chromatogramme

obtenu est présenté sur la Figure 29.
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Figure 29 : Chromatogramme obtenu lors de I'étape 1 avec 1 mL de résine Capto Q.

(NR : fraction non retenue. E : fraction d’élution.)

L'absorbance a 280 nm réveéle un premier pic correspondant a la fraction de
protéines non retenues sur la résine (Capto Q NR). L’élution est réalisée par diminution du
pH jusqu’a une valeur de 4. Un pic d’élution, nommé Capto Q E, est observé. Les deux
fractions obtenues : Non Retenue (Capto Q NR) et Elution (Capto Q E) sont ensuite analysées

par immunodétection (Figure 30).
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Figure 30 : Inmunodétection de la protéine Hsp12 dans les fractions obtenues avec 1 mL de résine
Capto Q.

(EB : extrait brut. Capto Q NR 1 et 2 : fractions non retenues.
Capto Q NR : fractions NR1 et NR2 rassemblées. Capto Q E : fraction d’élution)

La protéine Hsp12, présente dans I'extrait brut (EB) avant purification, est retrouvée
uniquement dans la fraction non retenue (NR). La protéine Hsp12 ne s’est donc pas fixée sur
la résine. Un résultat différent du criblage en microplaque est donc obtenu. Les différences
par rapport au criblage sont certes le flux des tampons mais également le type d’échantillon.
Lors du criblage, la protéine Hsp12 seule a été utilisée. Ici, c’est un échantillon complexe
contenant a la fois la protéine Hspl2 et de nombreuses protéines contaminantes.
L’expérience a été renouvelée en fractionnant en deux parties égales le pic de protéines non
retenues (NR1 et NR2). L'immunodétection a montré que la protéine Hspl2 est présente
dans la fraction NR2 seulement (Figure 30). Ce phénomeéne suggére que la protéine Hsp12
est accrochée puis décrochée. Il peut y avoir compétition entre certains contaminants qui
ont une plus grande affinité pour la résine que la protéine Hsp12. Dans les années 40, ce
phénomeéne a été décrit et valorisé sous le principe de « chomatographie de déplacement »
(Andjelkovi¢ et al., 2017). Il est basé sur l'affinité différente des protéines composant un
échantillon pour le ligand de chromatographie. Cette méthode a été largement utilisée pour
la purification de peptides ou de protéines (Hodges et al., 1988; Brgles et al., 2011). D’autres
essais ont ainsi été réalisés avec la résine Capto Q mais n‘ont pas permis d’obtenir de
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résultats satisfaisants (données non présentées). Il a donc été décidé de changer de résine.
Au regard du criblage, ce sont les résines en mode mixte HEA HyperCel et PPA HyperCel (a
pH 4) qui semblaient étre intéressantes pour purifier la protéine Hsp12. La différence entre
ces deux résines réside dans I’hydrophobicité de leur ligand. La résine PPA HyperCel est la
résine en mode mixte la plus hydrophobe grace a la présence d’un groupement propyle et
d’un noyau phényle (Pezzini et al., 2015). La protéine Hspl2 ne présente que quelques
acides aminés non polaires (aromatiques et aliphatiques). Afin de favoriser sa fixation en
combinant des interactions électrostatiques et hydrophobes, la résine la plus hydrophobe

PPA HyperCel a été choisie.

2.1.2.2 Résine PPA HyperCel

La résine PPA HyperCel est constituée de billes de cellulose fonctionnalisées par un
groupe phenylpropylamine. La fonction amine correspond au groupement ionique et le
groupement phenylpropyle correspond au groupement hydrophobe. La liaison aux protéines
peut donc se faire grace a des interactions électrostatiques au niveau de la fonction amine

et/ou grace a des interactions hydrophobes avec le groupement phenylpropyle (Figure 31).

[T] Groupementionique
[C] Groupement hydrophobe

4 4 |Interactionionique

- e ® @ Interaction hydrophobe

Figure 31 : Représentation schématique de la résine PPA HyperCel et des interactions avec les
protéines.

Le groupement ionique possede un pKa de 8, ce qui lui confére une charge positive

dans un environnement de type biologique et ainsi I'assimile a un échangeur d’anions fort.
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La partie hydrophobe est constituée d’un groupement phényle, ce qui lui confére une
hydrophobicité supérieure a celle d’'un groupement alkyle. Ce ligand en mode mixte permet
donc d’obtenir des sélectivités non accessibles avec la chromatographie échangeuse d’ions

ou bien la chromatographie d’interaction hydrophobe.

L'essai en condition dynamique est réalisé avec une colonne contenant 1 mL de
résine PPA HyperCel. 1,5 mL d’extrait protéique brut sont ainsi injectés avec un débit de
0,5 mL/min. Le tampon d’équilibration sélectionné est du tampon Tris-HCl 50 mM a pH 8.
D’aprés les résultats obtenus par le criblage en microplaques, I'élution est réalisée par
modification de pH grdce a du tampon sodium-citrate 100 mM a pH 4. Enfin, afin de
décrocher les protéines encore fixées sur la résine, un lavage est réalisé avec une solution de

NaOH a 0,5 M avec 0,5 M de NaCl (Figure 32).
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Figure 32 : Chromatogramme obtenu lors de I'étape 1 avec 1 mL de résine PPA.

(Plusieurs fractions sont collectées. NR : fraction non retenue. E : fraction d’élution. L : fraction de
lavage)
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L'absorbance a 280 nm réveéle un premier pic correspondant a la fraction de
protéines non retenues (PPA NR) sur la résine. Celle-ci correspond a des protéines non
fixées. A environ 15 mL, I'élution est réalisée, le pH diminue ainsi jusqu’a une valeur de 4. Un
pic d’élution, nommé PPA E, est observé. Puis, a environ 33 mL, un lavage est réalisé afin de
décrocher les molécules encore fixées sur la résine. La fraction nommée PPA L est ainsi
récupérée avec une tres forte d’absorbance a environ 4000 mAu. Les trois fractions
obtenues : Non Retenue (PPA NR), Elution (PPA E) et Lavage (PPA L) sont ensuite analysées

par gel SDS-PAGE et immunodétection (Figure 33).
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Figure 33 : Gel SDS-PAGE et immunodétection de la protéine Hsp12 dans les fractions obtenues lors
de I'étape 1 avec 1 mL de résine PPA. (NR : Non Retenue. E : Elution. L : Lavage)
A. Gel SDS-PAGE
B. Immunodétection

Dans la fraction Non Retenue (PPA NR), de nombreuses protéines sont éliminées.
Dans la fraction d’élution (PPA E), trois bandes majoritaires sont visibles. La bande la plus
intense posséde une masse moléculaire d’environ 14 kDa. Cette bande correspond a la
protéine Hsp12, identifiée grace a I'immunodétection. Pour la fraction de lavage (PPA L), une
trainée est observée sur la quasi-totalité du gel. Il y a donc de nombreuses protéines
adsorbées sur la résine et qui nécessitent des conditions drastiques (NaOH) pour étre
désorbées. Ces protéines présentent probablement de nombreuses zones hydrophobes.

Ainsi, de nombreuses protéines sont éliminées au cours des phases d’adsorption et de
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lavage, grace aux différentes interactions possibles en chromatographie en mode mixte. Les
interactions mises en jeu dans cette étape de purification sont schématisées ci-aprés (Figure

34).
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Figure 34 : Représentation des interactions mises en jeu lors de I'étape 1 de purification avec la
résine PPA.

La liaison de la protéine Hsp12 est réalisée grace a des interactions électrostatiques
avec I'amine et possiblement des interactions hydrophobes. Les protéines ne présentant pas
les caractéristiques requises (i.e. charge négative et/ou présence de zones hydrophobes) ne
sont pas retenues sur la résine (fraction NR). Puis lors de I'élution, la diminution de pH
modifie la charge globale de la protéine Hspl2 et entraine une répulsion ionique. Avec les
résines en mode mixte, il y a une balance permanente entre les interactions électrostatiques
et hydrophobes. Ici, la répulsion ionique est supérieure a une potentielle attraction due aux
interactions hydrophobes. La protéine Hspl2 est ainsi décrochée de la résine. D’autres
protéines sont co-éluées de la résine avec la protéine Hspl2. Elles ont probablement un
point isoélectrique compris entre 4 et 8, comme la protéine Hsp12 puisqu’elles sont éluées

par répulsion ionique.
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En conclusion, la protéine Hsp12 est retrouvée dans la fraction d’élution. De plus, de
nombreux contaminants protéiques sont éliminés. Cependant, il reste encore a éliminer au
moins deux protéines d’environ 10 et 20 kDa visible en gel SDS-PAGE. Une deuxieme étape

de purification est donc développée.

2.2 Etape 2

L'objectif de cette deuxieme étape est d’éliminer les deux contaminants visibles dans
la fraction d’élution de la premiére étape de purification. Afin de choisir une méthode de
purification de maniére rationnelle, une identification des protéines a été réalisée par

spectrométrie de masse (Figure 35).

M

PPANR PPAE PPAL (kDa)

-

- L MM pl

Bande Protéine (kDa)l théorigue GRAVY

1 Superoxide dismutase | 15,8 6 -0,34
2 Hspl2 11,7 5,2 -1,21
3 Protease B inhibitor 2 8,6 6,8 -0,59

Figure 35 : Protéines identifiées apres analyse des bandes par spectrométrie de masse.
(MM : masse moléculaire, pl théorique : point isoélectrique théorique, GRAVY : indice
d’hydrophobicité)

L'analyse par spectrométrie de masse confirme I'identification de la protéine Hsp12
pour la bande 2, comme le suggérait I'immunodétection. Les deux autres bandes
correspondent a la superoxide dismutase (SD) et a la protease B inhibitor 2 (PBI2). Les
principaux parameétres permettant la séparation de ces trois protéines sont la masse
moléculaire, I’hydrophobicité et le point isoélectrique. Il a été envisagé de séparer les
protéines selon leur masse moléculaire par chromatographie d’exclusion stérique.
Cependant cette technique n’a pas permis de les séparer (données non présentées). Les

masses moléculaires des protéines sont donc trop proches pour permettre leur séparation
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par chromatographie d’exclusion stérique. Il a été envisagé de modifier le pH du tampon
d’équilibration lors de I'étape 1. Cependant, cela n’a pas permis la séparation des trois
protéines (données non présentées). Les points isoélectriques des 3 protéines étant proches,

la différence de charges a un pH donné n’est pas suffisante pour les séparer.

Il a ensuite été envisagé d’utiliser I'hydrophobicité des protéines. L'indice GRAVY
permet de comparer I'hydrophobicité des protéines. Dans notre cas, les protéines
contaminantes semblent présenter plus de régions hydrophobes (-0,34 et -0,59) que la
protéine Hsp12 (-1,21). Différents types de résines sont donc testées grace a un criblage en
microplaque : hydrophobes et en mode mixte. Les profils obtenus (données non présentées)

nous ont permis d’obtenir les conclusions suivantes.

1. En chromatographie d’interactions hydrophobes, I'élution successive de la protéine
Hsp12 puis des 2 contaminants a été observée lors du gradient décroissant de sels.
Cependant, ce type de chromatographie n’a pas permis de discriminer de maniére
suffisamment efficace la protéine Hsp12 des contaminants.

2. En chromatographie en mode mixte, les résines HEA et PPA ont été testées. Avec la
résine PPA, I'utilisation de NaCl a permis la séparation de la protéine Hsp12 des 2
contaminants. Elle s’avere suffisamment hydrophobe pour fixer les 2 contaminants
et ainsi permettre leur séparation de la protéine Hsp12.

Ainsi, d’apres ces différents résultats, 'utilisation de la résine PPA est envisagée. La stratégie

mise en ceuvre pour séparer la protéine Hsp12 de ces contaminants est développée ci-apres.

La résine HyperCel PPA a donc été choisie, du fait de son importante hydrophobicité
conférée par le groupement phényle. Lors de la premiere étape, la propriété d’échangeur
ionique de la résine PPA a été principalement utilisée pour I’élution de la protéine Hsp12.
L'objectif est d’utiliser dans cette deuxiéme étape la combinaison des deux propriétés de la
résine en mode mixte des I'équilibration. La concentration en chlorure de sodium (NaCl) va
étre le parametre clé pour séparer les protéines. Dans le cas d’interactions électrostatiques,
plus la concentration en NaCl est importante, plus les protéines se décrochent de la résine
par effet de compétition avec le NaCl. Dans le cas d’interactions hydrophobes, plus la

concentration en NaCl augmente, plus les interactions hydrophobes seront fortes entre les

113



protéines et la résine. Le NaCl occupe donc une place centrale lors de I'utilisation de résines

en mode mixte combinant des interactions électrostatiques et hydrophobes.

2.2.1 Criblage en microplaque

Afin d’évaluer I'impact du NaCl sur la séparation de la protéine Hsp12 et des deux
protéines contaminantes, un criblage en microplaque est réalisé. La résine PPA HyperCel
(Pall) et quatre conditions d’équilibration sont alors testées. Pour I’équilibration, du tampon
Tris-HCI 50 mM pH 8 est utilisé avec 4 concentrations en NaCl différentes : 0,10 M, 0,25 M,
0,5 M et 1 M de NaCl. L’échantillon utilisé est la fraction d’élution de I'étape 1 (PPA E), qui a
été reconditionnée avec les tampons d’équilibration correspondant. L’élution est réalisée
avec du tampon sodium-citrate 25 mM a pH 4. Pour chaque concentration en NaCl, les

fractions non retenue (NR) et d’élution (E) sont analysées par gel SDS-PAGE (Figure 36).
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Figure 36 : Gel SDS-PAGE analysant les fractions obtenues avec le criblage en microplaque.
(NR : fraction non retenue, E : fraction d’élution)
(Concentrations en NaCl : 0,1M ; 0,25M ; 0,5M et 1M)

Avec une concentration en NaCl de 0,1 M, la protéine Hsp12 est présente dans les
deux fractions NR et E. Les deux protéines contaminantes sont retrouvées dans la fraction

d’élution. Avec une concentration en NaCl de 0,25 M, 0,5 et 1 M, la majorité de la protéine
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Hsp12 est retrouvée dans la fraction NR alors que les deux protéines contaminantes sont

présentes dans la fraction d’élution. La protéine Hsp12 ne s’accroche donc plus sur la résine

au-dela d’une certaine concentration en NaCl. Ce phénomene suggere que les interactions

électrostatiques prédominent sur les interactions hydrophobes dans le cas de la protéine

Hsp12. Il semble que, dans le cas des protéines contaminantes, ce soit I'inverse. La présence

de fortes concentrations en NaCl n’entraine pas leur élution. Donc l'interaction hydrophobe

prédomine et est renforcée par la présence de sel. Ces interactions sont schématisées sur la

Figure 37.
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Figure 37 : Représentation des interactions mises en jeu lors de I'étape 2 de purification avec la
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La protéine Hsp12 est globalement hydrophile avec 50% d’acides aminés chargés et
elle semble interagir avec la résine principalement par des interactions électrostatiques. En
effet, I'ajout de NaCl permet de décrocher la protéine Hsp12 de la résine par compétition
ionique. Il faut noter que la protéine Hsp12 peut présenter quelques zones hydrophobes qui
interagissent avec le ligand. Mais cette possible interaction n’est pas suffisante pour
contrebalancer la compétition ionique. Par ailleurs, 'ajout de NaCl n’entraine pas le
décrochage des 2 protéines contaminantes. En effet, elles possédent des zones hydrophobes
qui interagissent avec le ligand. L’'interaction hydrophobe est ainsi renforcée par I'ajout de
sels par I'effet de « salting out ». Cet effet est caractérisé par une plus grande affinité des
molécules d’eau pour le NaCl que pour les protéines. Les protéines seront ainsi dans un
environnement moins aqueux et vont donc exposer leurs zones hydrophobes, qui vont
interagir avec la résine PPA. Dans ce cas, la compétition ionique n’est pas suffisante pour
contrebalancer la rétention par «salting-out » et entrainer le décrochage des deux
protéines. Un tampon a pH 4 est nécessaire pour les décrocher via la répulsion ionique. Il est
essentiel de garder a I'esprit que, pour la chromatographie en mode mixte, I'ajout de sels
fait intervenir un équilibre entre la compétition ionique qui entraine la répulsion des

protéines et I'effet de « salting-out » qui entraine leur attraction.

Ces observations sont obtenues grace a un criblage en microplaque. Il faut donc
confirmer ces résultats avec une colonne contenant de la résine PPA, en condition

dynamique.

2.2.2 Essai en condition dynamique

La deuxieme étape est réalisée sur une colonne de 1 mL avec un tampon Tris-HCI
50 mM a pH 8 avec 0,25 M de NaCl (27 mS/cm) (Figure 38). 10 mL de la fraction d’élution de
la premiére étape de purification (PPA E) sont reconditionnés dans le tampon d’équilibration
correspondant a 'aide de filtres a centrifuger (Amicon Ultra-15, 3 kDa). 9 mL d’échantillon
reconditionné sont ensuite injectés sur la colonne. Aprés élimination des protéines non
retenues grace a du tampon d’équilibration, I'élution est réalisée avec du tampon sodium-
citrate 25 mM a pH 4 (4 mS/cm). Le débit appliqué est de 0,5 mL/min. Les fractions non

retenue et d’élution sont récupérées : PPA NaCl NR et PPA NaCl E (Figure 38). La fraction

116



non retenue est concentrée grace a des filtres a centrifuger. Les différentes fractions sont

analysées sur gel SDS-PAGE (Figure 39).
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Figure 38 : Chromatogramme obtenu lors de I'étape 2 en condition dynamique avec 1 mL de résine

PPA (NR : Non Retenue, E : Elution).

Etape 2
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0,25MNR 0,25ME

Figure 39 : Gel SDS-PAGE analysant les fractions obtenues lors de I'étape 2.

117



L’essai en colonne confirme les résultats observés en microplaques. En effet, la
protéine Hsp12 est retrouvée dans la fraction non retenue et de nombreux contaminants
sont éliminés dans la fraction d’élution. La pureté de la protéine Hspl2 semble étre
améliorée. |l reste tout de méme quelques protéines contaminantes, notamment un groupe
de protéine a haute masse moléculaire. Une chromatographie d’exclusion stérique est donc

envisagée.

2.3 Etape 3

La chromatographie d’exclusion stérique (SEC) permet de séparer les protéines selon
leur encombrement stérique, qui est corrélé a la masse moléculaire des protéines
lorsqu’elles ont une forme globulaire. Une colonne Superdex 75 Increase 10/300GL (GE
Healthcare) a été utilisée. 0,5 mL d’échantillon PPA NaCl NR concentré est injecté. Du
tampon sodium-phosphate 50 mM a pH 7,2 est utilisé avec un débit de 0,8 mL/min (Figure
40).
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Figure 40 : Chromatogramme obtenu lors de I'étape 3 par chromatographie d’exclusion stérique.
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Trois fractions sont obtenues : SEC 1, SEC 2 et SEC 3. Celles-ci sont analysées par gel

SDS-PAGE (Figure 41).

SEC1 SEC2 SEC3

(kDa)

5

Figure 41 : Gel SDS-PAGE analysant les fractions obtenues par chromatographie d’exclusion
stérique.

La fraction SEC 2 contient la protéine Hspl2 sans aucune autre protéine
contaminante visible. Dans les fractions SEC 1 et SEC 3, les protéines ne sont pas visibles a

cause de la dilution de I'’échantillon au cours de la purification.

L'utilisation de la chromatographie d’exclusion stérique en troisieme étape permet
d’obtenir la protéine Hsp12 pure. Afin de confirmer le protocole de purification en trois

étapes, une purification globale est réalisée a partir d’1,5 mL d’extrait protéique brut.

2.4 Récapitulatif

Les conditions de purification de chaque étape sont rappelées dans le tableau suivant

(Tableau V).
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Tableau V : Récapitulatif des conditions de purification

PPA . Tris-HCI Sodium-citrate

L (modemixte) | M2ME [O3MUMING o iviong (25 mmapHa| TPAE
Tris-HClI . .

2 (modngixte) 9mL [0,5mL/min| 50 mM pH 8 Szc;d:m'éc'tﬁtj PPA NaCl NR

0,25 M NaCl P

Sodium-

3 5222216?522) 0,5mL |0,8mL/min| phosphate - SEC2

50 mM pH 7,2

La premiére étape est réalisée avec la résine PPA. La résine est équilibrée avec un
tampon Tris-HCI 50 mM a pH 8 afin que la protéine Hspl2 soit chargée négativement et
s’adsorbe sur la résine chargé positivement. Le débit appliqué est de 0,5 mL/min. 1,5 mL
d’extrait protéique brut sont injectés. Apres élimination des protéines non retenues grace au
tampon d’équilibration, I'élution est réalisée avec du tampon sodium-citrate 25 mM a pH 4.
Enfin, la protéine éluée est reconditionnée dans un tampon Tris-HCl 50 mM a pH 8 avec

0,25 M de NaCl afin de permettre la deuxiéme étape.

La deuxieme étape est également réalisée avec la résine PPA. La résine est équilibrée
avec du tampon Tris-HClI 50 mM a pH 8 avec 0,25 M de NaCl. Le débit appliqué est de
0,5 mL/min. 10 mL de la fraction d’élution de la premiére étape de purification (PPA E) sont
reconditionnés dans le tampon d’équilibration a I'aide de filtres a centrifuger (Amicon Ultra-
15, 3 kDa). 9 mL d’échantillon reconditionné sont ensuite injectés sur la colonne. Aprés
élimination des protéines non retenues, dont la protéine Hspl2, grace a du tampon

d’équilibration, I’élution est réalisée avec du tampon sodium-citrate 25 mM a pH 4.

La troisitme étape consiste en une chromatographie d’exclusion stérique avec la
résine Superdex 75 increase et du tampon sodium-phosphate 50 mM a pH 7,2. Suite a cette

étape, la protéine Hsp12 pure est récupérée.

Ce protocole est réalisé et les fractions obtenues sont analysées par gel SDS-PAGE

(Figure 42).
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M PPANaCI PPANaCI
PPANR PPAE (kDa) NR E SEC1 SEC2 SEC2C SEC3

- .

Figure 42 : Gel SDS-PAGE analysant les fractions des trois étapes de purification.

(PPA NR et E : étape 1. PPA NaCI NR, E et L : étape 2. SEC 1, 2 et 3 : étape 3).

Le profil des fractions PPA NR et E confirment les résultats obtenus pour la premiere
étape. La protéine Hspl2 est retrouvée dans la fraction d’élution (PPA E). Deux protéines
contaminantes sont encore majoritairement présentes (SD et PBI2). Lors de la deuxieme
étape, la protéine Hsp12 est bien récupérée dans la fraction non retenue (PPA NaCl NR) avec
des protéines de masses moléculaires élevées. Les deux protéines contaminantes (SD et
PBI2) sont retrouvées dans la fraction d’élution (PPA NaCl E). Enfin, suite a la troisieme
étape, la protéine Hspl2 pure est récupérée dans la fraction SEC 2. Pour discriminer
d’éventuelles protéines contaminantes, la fraction SEC 2 a été concentrée et analysée
(SEC2C). Il apparait une légere trainée mais aucune autre bande n’est visible. Par

conséquent, le protocole global confirme les résultats précédents.

La validation du protocole a été réalisée a petite échelle sur des colonnes contenant
1 mL de résine PPA. Afin de disposer de plus grandes quantités de protéines, une
augmentation d’échelle (scale up) d’un facteur 5 est réalisée. Les quantités de résine mais

également d’échantillon sont ainsi augmentées.
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3 Changement d’échelle

Pour réaliser un changement d’échelle ou « scale-up », plusieurs parameétres peuvent
étre augmentés (GE Healthcare Life Science, 2013), tels que les dimensions de la colonne, le
volume d’échantillon injecté ou le débit volumique. Dans notre cas, les dimensions de la
colonne sont augmentées afin de multiplier le volume de résine par 5. Pour cela, la hauteur
ainsi que le diamétre de la colonne sont augmentés, on parle alors de scale up combiné. Afin
d’assurer la performance de la purification lors du scale-up, il est nécessaire de conserver le
méme temps de résidence de I'échantillon sur la résine. Le temps de résidence est défini
comme le temps mis par I’échantillon pour traverser la colonne. Un débit de 2,5 mL/min sera
ainsi appliqué. De plus, comme le volume de résine augmente, il y aura plus de sites
d’interaction disponibles, le volume d’échantillon est donc également augmenté, d’un

facteur 5. Ces différents parametres sont ainsi implémentés pour évaluer la purification.

Les conditions de purification de chaque étape sont rappelées dans le tableau suivant

(Tableau VI).

Tableau VI : Récapitulatif des conditions de purification

PPA Tris-HCI Sodium-citrate

L (modemixte) | /™ [2AMYMIN 6o mpHg | 2smmapHa  PPAE
Tris-HCI ) .
2 (modPePr'?"\ixte) 50mL |2,5mL/min| 50 mM pH 8 S;%drl:a_;tﬁtf PPA NaCl NR
0,25 M NaCl P
Sodium-
3 SUpeESEé;S S5mL | 1mL/min | phosphate - SEC 2
Pe 50 mM pH 7,2

3.1 Etape 1: PPA

7 mL d’extrait brut sont injectés sur une colonne contenant 5 mL de résine PPA avec

un débit de 2,5 mL/min. Les tampons restent inchangés, soit du tampon Tris-HCI 50 mM a pH
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8 pour I'équilibration, du tampon sodium-citrate 25 mM a pH 4 pour I'élution et une solution
de NaOH a 0,5 M avec 0,5 M de NaCl pour le lavage. Le chromatogramme (non présenté)
montre un premier pic correspondant a la fraction non retenue (PPA NR) sur la résine. Puis,
I'élution est réalisée par diminution du pH. Un pic d’élution est observé, nommé PPA E. Les
deux fractions obtenues : Non Retenue (PPA NR) et Elution (PPA E) sont ensuite analysées

par gel SDS-PAGE (Figure 43).

3.2 Etape 2 : PPA NaCl

50 mL de l'échantillon PPA E, au préalable reconditionné dans le tampon
d’équilibration Tris-HCI 50 mM a pH 8 avec 0,25 M de NaCl, sont injectés avec un débit de
2,5 mL/min. Du tampon sodium-citrate 25 mM a pH 4 est utilisé comme tampon d’élution.
Le chromatogramme (non présenté) montre un premier pic large, nommé PPA NaCl NR. Ce
pic correspond aux protéines non-retenues sur la résine. Puis I'élution est réalisée, ce qui est
identifiable par la baisse du pH a 4. Un deuxiéme pic, nommé PPA NaCl E, est alors
observable avec une plus grande absorbance. La fraction PPA NaCl NR est concentrée grace
a un filtre a centrifuger (Amicon Ultra-15, 3 kDa). Les deux fractions sont ensuite analysées

par gel SDS-PAGE (Figure 43).

3.3 Etape 3 : SEC

0,5 mL de la fraction PPA NaCl NR concentrée sont injectés sur la colonne d’exclusion
stérique afin d’éliminer les protéines contaminantes restantes. Le chromatogramme (non
présenté) montre trois pics, nommés SEC 1, SEC 2 et SEC 3. Ces trois fractions sont

également analysées par gel SDS-PAGE (Figure 43).
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3.4 Bilan

M PPANaCl PPANacCl
EB (kDa) PPANR  PPAE iy E SEC1 SEC2 SEC3

Figure 43 : Gel SDS-PAGE analysant les fractions des trois étapes de purification suite au scale up.

(PPA NR et E : étape 1. PPA NaClI NR et E : étape 2. SEC 1, 2 et 3 : étape 3).

Pour I'étape 1, de nombreuses protéines ont été éliminées dans la fraction non
retenue (PPA NR). La protéine Hspl2 est retrouvée dans la fraction d’élution (PPA E) avec
principalement deux protéines contaminantes (Figure 43). Ces résultats sont similaires a

ceux obtenus a petite échelle.

Pour |‘étape 2, la protéine Hspl2 est retrouvée dans la fraction non retenue
(PPA NaCl NR), comme cela avait été observé a petite échelle. Cependant, dans cette
fraction PPA NaCl NR, une bande a environ 10 kDa apparait. La fraction d’élution
(PPA NaCl E) présente quant a elle les deux protéines contaminantes comme observé
précédemment. Par conséquent, cette étape 2 permet d’éliminer les deux protéines
contaminantes (SD et PBI2). Toutefois, une protéine, qui n’était pas visible a petite échelle,

apparait, probablement du fait de I'augmentation des quantités protéiques purifiées.

Pour I'étape 3, dans la fraction SEC 1, les protéines de masses moléculaires élevées
sont visibles. La protéine Hspl2 est retrouvée dans la fraction SEC 2 mais la bande
contaminante a environ 10 kDa est toujours présente. Toutefois la bande Hspl2 est
beaucoup plus intense, ce qui révele que la quantité de protéine Hspl2 purifiée est
augmentée. Cette protéine semble avoir des propriétés tres proches de la protéine Hsp12

puisque malgré les 3 étapes de purification, elle est toujours présente. Une
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immunodétection et une analyse de la bande par spectrométrie de masse sont réalisées

pour identifier cette protéine (Figure 44).

PPA NaCl M
EB PPAE NR SEC2 (kDa)

*25

e 20
A P a— =
e - — e 10

Figure 44 : Inmunodétection de la protéine Hsp12 dans les fractions des trois étapes de
purification.

L'immunodétection révele que cette protéine est reconnue par les anticorps anti-
Hsp12, ce qui suggere qu’il peut s’agir d'une forme tronquée de la protéine. Ceci est

confirmé par I’analyse par spectrométrie de masse ESI-Orbitrap (Figure 45).

(kDa) SEC 2

26.6
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1 MSDAGRKGFGEKASEALKPDSQKSYAEQGKEYITDKADKVAGKVQPEDNKGVFQG
VHDSAEKGKDNAEGQGESLADQARDYMGAAKSKLNDAVEYVSGRVHGEEDPTKK

2 MSDAGRKGFGEKASEALKPDSQKSYAEQGKEYITDKADKVAGKVQPEDNKGVFQG
VHDSAEKGKDNAEGQGESLADQARDYMGAAKSKLNDAVEYVSGRVHGEEDPTKK

Figure 45 : Séquences obtenues suite a I'analyse par spectrométrie de masse des deux bandes
visibles sur gel SDS-PAGE.
(Les acides aminés représentés en bleu correspondent aux séquences identifiées par spectrométrie
de masse)

L’analyse par spectrométrie de masse permet de mettre en évidence la séquence en
acide aminé des protéines présentes dans chaque bande. Toutefois, ce type d’analyse
fournit rarement une couverture totale de la séquence protéique. Les peptides peu ou pas

ionisés ne sont pas détectés par I’analyse.

La bande 1 correspondant a la protéine Hspl2 integre (cf. Chapitre 5 -
2. Spectrométrie de masse) montre une importante couverture de séquence. En effet,
seulement 2 peptides ne sont pas détectés, probablement car ils ne sont pas ionisés (acides
aminés en noir). Pour la bande 2, deux séquences ne sont pas identifiées en N-term et C-
term. La capacité d’ionisation des peptides est la méme dans les 2 analyses. Par conséquent,
les résultats indiquent que la bande 2 correspond a une forme tronquée de la protéine
Hsp12. Il semble que la protéine soit tronquée d’environ 36 acides aminés, I'équivalent

d’environ 3 kDa.

Il apparait que cette forme tronquée est présente des le début de la purification dans
I'extrait brut apres lyse des levures (Figure 44). Cette forme tronquée reste minoritaire par
rapport a la protéine Hsp12 entiére. Toutefois, elle doit étre éliminée ou du moins réduite au

maximum pour que la caractérisation soit réalisée sur la forme entiére de la protéine Hsp12.
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3.5 Elimination de la protéine Hsp12 tronquée

3.5.1 Protéases et anti-protéases

L'observation de protéines tronquées est souvent associée a des protéases. Celles-ci
sont notamment présentes naturellement chez la levure a l'intérieur des cellules. Il a été
remarqué précédemment que la protéine tronquée était présente des le début de la
purification dans I'extrait brut (Figure 44), c’est-a-dire des la lyse des levures. Lors de la lyse
par sonication, il y a libération de la protéine Hsp12 mais également de tout le contenu
cellulaire dont notamment des protéases. L'ajout d’inhibiteurs de protéases est donc
envisagé. Il existe 4 types principaux de protéases : les protéases a sérine, les protéases a
cystéine, les métallo-protéases et les protéases aspartiques. Pour chaque type de protéases,
il existe des inhibiteurs spécifiques. Des inhibiteurs sont testés uniquement pour les trois
premiers types de protéases. En effet, les protéases aspartiques sont actives a pH acide et la
lyse des levures est effectuée dans un tampon a pH 8. Le cocktail d’inhibiteur de protéase
cOmplete™ (Roche) qui est un mélange d’inhibiteurs dirigés contre les protéases a sérine et
cystéine ; et 'EDTA (10 mM) qui inhibe les métallo-protéases par séquestration des ions
métalliques, sont testés. Ces anti-protéases sont ajoutés avec le tampon de lyse aux levures.
Apres sonication et chauffage, les extraits protéiques (EP) pour chaque condition : contréle

(sans anti-protéases), cOmplete et EDTA sont analysés par immunodétection (Figure 46).
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Figure 46 : Inmunodétection de la protéine Hsp12 dans les extraits protéiques obtenus avec et sans
anti-protéases.

Le méme profil est observé en absence ou en présence des inhibiteurs de protéases.
Par conséquent, les inhibiteurs de protéases n’ont pas permis d’éviter la protéolyse de la
protéine Hspl2. Il se pourrait donc que la protéolyse ait lieu avant méme la lyse par
sonication. Il est donc envisagé d’éliminer la protéine tronquée au cours d’une étape de

purification.

3.5.2 Protocole de purification

Pour séparer la protéine tronquée de la protéine entiére lors de la purification il faut
des différences physicochimiques suffisantes. Cependant, les protéines entiére et tronquée

ont des propriétés trés proches (Tableau VII).
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Tableau VII : Propriétés physico-chimiques de la protéine Hsp12 entiére et tronquée.

Hsp12 Hsp12 tronquée
Point isoélectrique 5,2 51
GRAVY -1,21 -1,27
Masse moléculaire 12 kDa 9 kDa

La différence de point isoélectrique peut étre exploitée pour les séparer lors de
I'étape 1, en modifiant les pH d’équilibration et d’élution. Le GRAVY peut étre utilisée pour
les séparer lors de I'étape 2 en modifier la concentration en NaCl lors de I'équilibration.
Enfin, la différence de taille peut étre exploitée pour les séparer lors de I'étape 3 par
chromatographie d’exclusion stérique. Différents essais sont réalisés a chaque étape (Figure

47).

Etape 1 Etape 2
* Modification des pH * Modification de la e Séparation grace a la
d’équilibration et concentration en NacCl différence de taille
d’élution a I'équilibration
e => Pas de séparation e => Séparation OK ¢ => Pas de séparation

Figure 47 : Récapitulatif des essais réalisés pour séparer la protéine Hsp12 et la protéine tronquée.

A l'étape 1, plusieurs essais ont été réalisés (données non présentées) mais les
protéines n‘ont pas pu étre séparées. Les points isoélectriques sont probablement trop
proches pour permettre leur séparation. A I'étape 2, la modification de la concentration en
NaCl lors de I'équilibration a permis la séparation des 2 protéines. La mise au point est
détaillée par la suite. A I'étape 3, différentes résines de chromatographie d’exclusion
stérique sont testées mais leur résolution n’est pas suffisante pour permettre la séparation

des 2 protéines.
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Lors du développement de I'étape 2 du procédé a petite échelle, le tampon
d’équilibration Tris-HClI 50 mM a pH 8 avec 0,25 M de NaCl a été sélectionné. L'impact de
concentrations en NaCl comprises entre 0,1 M et 0,25 M n’a pas été testé. Quatre
concentrations intermédiaires en NaCl sont ainsi testées pour I'élution. 10 mL d’échantillon
PPA E sont injectés sur une colonne de 1 mL de résine PPA. Le tampon d’équilibration utilisé
est du tampon Tris-HCI 50 mM a pH 8. Puis I'élution est réalisée en cing étapes. Tout
d’abord, quatre étapes sont réalisées avec des concentrations en NaCl croissantes grace a un
mélange du tampon Tris-HCI 50 mM a pH 8 avec le tampon Tris-HCI 50 mM a pH 8 avec
0,25 M de NaCl. Une élution en palier est réalisée avec les concentrations en NaCl suivantes :
0,09 M; 0,14 M; 0,18 M et 0,25 M. Enfin la cinquieme étape d’élution consiste a utiliser du
tampon sodium-citrate 25 mM a pH 4. Le chromatogramme obtenu est le suivant (Figure

48).
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Figure 48 : Chromatogramme obtenus lors de I'étape 2 avec 5 étapes d’élution.
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La conductivité augmente progressivement au travers de quatre paliers, traduisant
I'augmentation de la concentration en NaCl. A Chaque palier, une fraction est récoltée. Six

fractions sont ainsi obtenues et analysées par gel SDS-PAGE (Figure 49).

M

NR El E2 E3 E4 ES (kDa)

26.6

: Hsp12 entiére
E Hsp12 tronquée

Figure 49 : Gel SDS-PAGE analysant les fractions obtenues lors de I'étape 2 avec les 5 étapes
d’élution.

Dans les fractions E1, E2 et E3, la protéine Hspl2 entiere est présente
majoritairement avec la protéine tronquée. Dans la fraction E4, la protéine tronquée est
majoritaire par rapport a la protéine entiére. De plus, de nombreuses protéines
contaminantes avec des masses moléculaires élevées sont éluées dans cette fraction. Enfin
dans la fraction E5, les protéines SD et PBI2 sont retrouvées lors de I’élution a pH 4, comme
observé précédemment. Il faut donc conserver fractions E1, E2 et E3 puisque la majorité de
la protéine Hspl2 entiere est récupérée avec une petite quantité de protéine tronquée. Le
tampon Tris-HCI 50 mM a pH 8 avec 0,18 M de NaCl a ainsi été sélectionné pour un nouvel

essai.

Cette nouvelle condition de purification pour I’étape 2 est donc évaluée en injectant
50 mL d’échantillon PPA E reconditionné sur une colonne contenant 5 mL de résine. Le
tampon d’équilibration Tris-HCI 50 mM a pH 8 avec 0,18 M de NaCl et le tampon d’élution

sodium-citrate 25 mM a pH 4 sont utilisés (Figure 50).
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Figure 50 : Chromatogramme obtenu pour I'étape 2 avec le tampon Tris-HCl 50 mM a pH 8 avec
0,18 M de NacCl.

La fraction PPA NaCl NR est concentrée grace a des filtres a centrifuger (Amicon
Ultra-15, 3 kDa) et utilisée pour I'étape 3 de purification (SEC). Les fractions obtenues lors

des étapes 2 et 3 sont analysées par gel SDS-PAGE (Figure 51).

M PPANaCl PPANaCl (0,18M) (0,25M)
(kDa) NR E SEC2 SEC2
26.6

- | —
-

(L
0

Figure 51 : Gel SDS-PAGE analysant les fractions obtenues lors de I'étape 2 et 3.
(PPA NaCl NR et E : étape 2. SEC 2 : étape 3)
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Suite a la modification de I'étape 2, la protéine Hspl2 entiere est retrouvée en
totalité dans la fraction PPA NaCl NR, séparée des protéines SD et PBI2 (PPA NaCl E). Cela
confirme que la modification de la concentration en NaCl n’a pas d’influence sur la
séparation des protéines contaminantes SD et PBI2. Concernant I'étape 3, uniquement la
fraction SEC 2 est analysée. Dans cette fraction (0,18M SEC 2) la protéine Hspl2 est
majoritaire. A dépbt équivalent, la bande correspondant a la protéine tronquée est moins

intense, comparée a la purification avec 0,25 M de NaCl lors de I'étape 2 (0,25M SEC 2).

La diminution de la concentration en NaCl lors de I'équilibration de I'étape 2 a donc
permis de diminuer l'intensité de la bande correspondant a la protéine Hsp12 tronquée. Il

est toutefois nécessaire de la réduire de facon plus importante.

3.5.3 Conditions de culture

L’essai avec les anti-protéases a montré que la protéine tronquée est présente avant
la lyse des levures. Il est donc probable que la protéolyse ait lieu dans les cellules pendant la
culture. Afin d’étudier I'impact du temps de culture sur la protéolyse de la protéine Hsp12,
plusieurs prélevements de culture ont été réalisé a des temps différents : apres 17h, 19h,
21h, 22h et 24h de culture. Les levures prélevées sont lysées et chauffées afin d’obtenir un
extrait protéique pour chaque prélevement. Les extraits protéiques sont analysés par

immunodétection (Figure 52).
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Figure 52 : Inmunodétection de la protéine Hsp12 dans les extraits bruts obtenus aprés différents
temps de culture.

La protéine tronquée est visible au cours de la culture aux alentours de 22h. Puis,
I'intensité de la bande augmente a 24h. Il semble donc pertinent de réduire le temps de

culture a 21h pour limiter I'apparition de la protéine tronquée.

Au travers de cette analyse, il apparait que la purification est étroitement liée a la
culture. La modification des parameétres de culture peut avoir une incidence importante sur
I’échantillon a purifier. Il faut donc avoir a I'esprit cette relation lors du développement de la

purification de protéines (Hennicke et al., 2019).

3.5.4 Implémentation des nouvelles conditions

Les nouvelles conditions identifiées : utilisation d’un tampon Tris-HCl 50 mM a pH 8
avec 0,18 M de NaCl lors de I'étape 2 et durée de culture de 21h ; ont été implémentées afin

de vérifier la diminution, voir la disparition, de la protéine tronquée.

Pour rappel, les conditions de purification avec 5 mL de résine PPA sont les suivantes

(Tableau ViIII).
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Tableau VIII : Récapitulatif des conditions de purification avec 5 mL de résine PPA

PPA . Tris-HCI Sodium-citrate
1| (modemixte) | /™Mb [ZSmUming oo MpHS |25mMapHa| TPAE
Tris-HCI . .
2| o dPeP:‘"nixte) 50mL  |2,5 mL/min| 50 mM pH 8 Szgd::;;';'tﬁt: PPA NaCl NR
0,18 M NaCl P
Sodium-
3 Supezggé)ﬁ 5mL 1 mL/min | phosphate - SEC 2
Pe 50 mM pH 7,2
Les fractions présentant la protéine Hsp12 sont analysées par gel SDS-PAGE (Figure
53).
PPA NaCl M
PPA E NR SEC2 (kDa)

Figure 53 : Gel SDS-PAGE analysant les fractions contenant Hsp12 pour les trois étapes de
purification.

Le profil des échantillons est cohérent avec les expériences précédentes. Dans la

fraction SEC 2, la bande correspondant a la protéine tronquée n’est quasiment plus visible.
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Une fois le protocole établi avec 5 mL de résine PPA, une nouvelle augmentation
d’échelle est réalisée. Le protocole est évalué sur des colonnes contenant 10 mL de résine
PPA, afin d’obtenir de plus grande quantité de protéine Hsp12 pour la caractérisation. C'est
le méme principe que détaillé précédemment, le temps de résidence de 2 min est conservé.
Ainsi avec 10 mL de résine, le débit appliqué sera de 5 mL/min et le volume d’échantillon

sera augmenté d’un facteur deux.
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4 Chromatographie préparative

Les conditions de purification avec 10 mL de résine PPA sont les suivantes (Tableau

1X).

Tableau IX : Récapitulatif des conditions de purification avec 10 mL de résine PPA

PPA . Tris-HCI Sodium-citrate

L | (modemixte) | M | 3MYMIN oo vions 2smmapHal PPAE
Tris-HCI . )

2 (modngixte) 100 mL | 5mL/min | 50 mM pH 8 Szzd:m';'tﬁt: PPA NaCl NR

0,18 M Nacl P

Sodium-

3 Supzesrss; & 5mL | 1mL/min | phosphate - SEC 2

50 mM pH 7,2

Les chromatogrammes (non présentés) montrent les mémes profils qu’avec 5 mL de
résine PPA a la différence de l'aire des pics qui est multipliée par deux, due a l'injection

d’échantillon deux fois plus importante. Les fractions obtenues sont analysées par gel SDS-

PAGE (Figure 54).
M PPANaCl PPANacl
EB PPANR PPAE (kDa) NR . SEC1 SEC2 SEC3

-

z
—
- .

Figure 54 : Gel SDS-PAGE analysant les fractions des trois étapes de purification avec 10 mL de
résine PPA.
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Les profils sont similaires avec la purification utilisant 5 mL de résine. La protéine
tronquée reste tres faible par rapport a la protéine Hspl2 entiere (2% d’aprés la
densitométrie sur le gel SDS-PAGE). Le protocole de purification est donc validé a cette
échelle. La protéine Hsp12 a été dosée dans les fractions de purification grace a un dosage

ELISA (Tableau X).

Tableau X : Quantités d’Hsp12 dans les fractions de purification, obtenues par dosage ELISA.

Extrait brut 15 773,3 11,6 100%
Etape 1 26 269,0 7,1 61% 61%
(PPAE)
Etape 2 5 1397,9 7,0 60% 98%

(PPA NaCl NR)

Etape 3 13,3 430,4 5,7 49% 82%
(SEC 2)

Le rendement de la premiéere étape est assez faible (61%), due a une perte d’une
partie de la protéine Hsp12 dans la fraction non retenue (PPA NR). Cela est en partie dii au
déplacement partiel de la protéine Hsp12 par des contaminants de I'extrait brut (EB). Ces
contaminants entrent en compétition avec la protéine Hspl2 et ont probablement une
meilleure affinité pour la résine que la protéine Hspl2. lls vont donc se lier
préférentiellement a la résine. C’est pour ¢a qu’une partie (environ 1/3) de la protéine Hsp12
est retrouvée dans la fraction non retenue. Pour rappel, la résine PPA HyperCel a été choisie
pour éviter le déplacement total de la protéine Hsp12 observé avec la résine Capto Q. Lors
de I'étape 2, le rendement est optimal (98%), il y a donc trés peu de perte de la protéine
Hsp12. Enfin lors de I'étape 3, le rendement est correct (82%). Une partie de la protéine
Hsp12 est perdue dans les fractions contigués. Cela est di au manque de résolution entre les

pics lors de la séparation. L'amélioration de la pureté se fait au détriment du rendement.
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Ce protocole de purification permet de purifier en une seule fois la production d’un
bioréacteur de 2,5 L de culture et ainsi d’obtenir environ 6 mg de protéine Hsp12 pure, soit
2,4 mg d’Hsp12 pure par litre de culture (0,28 mg/g de levure). Le rendement final est donc
de 49%. La priorité lors du développement de ce protocole de purification est d’obtenir une
pureté élevée afin de permettre la caractérisation de la protéine Hsp12. La pureté est ainsi

évaluée grace a différentes techniques.
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5 Evaluation de la pureté

5.1 SDS-PAGE/densitométrie

Une premiéere évaluation de la pureté par densitométrie a été faite sur le gel SDS-
PAGE coloré au bleu de coomassie réalisé pour la chromatographie préparative (Figure 54).

Les puretés obtenues sont présentées dans le Tableau XI.

Tableau Xl : Valeurs de pureté obtenues pour chaque échantillon déposé sur gel SDS-PAGE.

- EB 17%
1 PPAE 39%
2 PPANaCINRC 60%
3 SEC 2 97%

La pureté initialement de 17% dans l'extrait brut augmente au fur a mesure des
étapes pour atteindre une valeur de 97% aprés les trois étapes de purification. La pureté

finale est donc tres élevée.

5.2 UPLC

Afin de confirmer la pureté, une seconde technique est utilisée. La fraction SEC 2 est

analysée par SEC-UPLC, une chromatographie d’exclusion stérique analytique (Figure 55).
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Figure 55 : Chromatogramme obtenu pour la fraction 2 analysée par SEC-UPLC.

140



L'absorbance a 280 nm montre un pic majoritaire a 4,6 min correspondant a la
protéine Hsp12. La pureté est calculée comme I'aire du pic Hsp12 par rapport a l'aire totale
des pics obtenus. Une pureté de 95% est ainsi obtenue. Cette valeur est légérement
inférieure a celle obtenue précédemment. La protéine Hsp12 absorbe trés peu a 280 nm
(e =5960 Mt.cm™), sa quantité est donc sous-estimée par rapport aux éventuelles protéines

contaminantes présentes. La pureté peut ainsi étre sous-estimée.

5.3 ELISA - BCA

Afin d’obtenir des valeurs plus précises, un dosage BCA (Pierce™ Microplate BCA
Protein Assay Kit) a été réalisé pour obtenir la quantité de protéines totales. Cette valeur est
comparé a la quantité de protéine Hsp12 obtenue par dosage ELISA, afin d’avoir la pureté de

chaque échantillon (Tableau XlI).

Tableau XII : Valeurs de pureté obtenus par dosage ELISA et BCA.

- EB 123,3 11,6 10%
1 PPA E 22,2 7,1 31%
2 PPANaCINR C 11,2 7,0 62%
3 SEC 2 58 5,7 99%

Les valeurs de pureté obtenues sont similaires a celles observées précédemment. A la
fin du procédé de purification, une pureté de 99% est obtenue. Ce haut niveau de pureté

était requis pour envisager la caractérisation de la protéine Hsp12.
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6 Conclusion

Un procédé de purification a été développé en 3 étapes afin d’obtenir la protéine

Hsp12 pure.

Pour la premiére étape, la résine en mode mixte PPA HyperCel a été sélectionnée et a
permis I"élimination de nombreux contaminants. Pour la deuxieme étape, le choix de la
résine a été fait de maniéere rationnelle. Les 2 contaminants majoritaires observés a la fin de
la premiere étape ont été analysés par spectrométrie de masse. Leur caractéristiques ont
permis de sélectionner a nouveau la résine PPA HyperCel du fait de son importante
hydrophobicité. Cependant, lors du changement d’échelle, un contaminant est apparu : la
protéine Hsp12 tronquée. La modification du tampon d’équilibration lors de I'étape 2 ainsi
que de la durée de la culture ont permis d’éliminer la protéine tronquée. Pour la troisieme
étape, une chromatographie d’exclusion stérique a permis d’éliminer les derniers

contaminants présents.

Une pureté de 99% est obtenue pour la protéine Hsp12 native, suite a 3 étapes de
purification. La purification de la protéine native était un défi car elle n’est pas surexprimée
par rapport aux autres protéines de levure et ne posséde pas de caractéristiques permettant
de la purifier spécifiquement par chromatographie d’affinité. Ce défi a été relevé a 'aide de
seulement 3 étapes, qui ont permis d’obtenir une pureté trés élevée. Ce haut niveau de
pureté était requis pour envisager la caractérisation physico-chimique et organoleptique de

la protéine Hsp12.
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Chapitre 5. Caractérisation

Partie I. Caractérisation structurale

1 Introduction

L’analyse de la structure de la protéine Hsp12 recombinante a fait I'objet de plusieurs
études. L'absence de structures secondaires en solution aqueuse a été mise en évidence par
des analyses en dichroisme circulaire. En revanche, en présence de SDS et de certains
phospholipides, la protéine acquiert des structures secondaires sous forme d’hélices a
(Welker et al., 2010; Singarapu et al., 2011; Kim et al., 2018), suggérant un role possible en
lien avec la membrane des levures. Plusieurs phospholipides ont été testés et il apparait que
la protéine Hsp12 se structure uniguement avec des phospholipides possédant une charge
négative (les dérivés du phosphatidylglycérol et du phosphatidylinositol). Ces résultats
obtenus par dichroisme circulaire ont également été confirmés par RMN (Singarapu et al.,
2011). La protéine Hspl2 a donc un comportement particulier, typique du groupe des
protéines intrinsequement non ordonnées (intrinsically disordered protein — IDP). De plus, la
protéine Hspl2 présente d’autres caractéristiques spécifiques aux protéines IDP, comme le
fort caractere hydrophile, la grande quantité de résidus chargés (37%), la petite quantité de

résidus hydrophobes (17%) et la résistance aux températures élevées (Mtwisha et al., 1998).

Au vu de ces caractéristiques, il a été admis que la protéine Hspl2 rentre dans la
classification des protéines IDP et que cette structure particuliére est probablement en lien
avec sa fonction physiologique chez la levure. Toutefois, les analyses structurales ont été
réalisées avec la protéine Hspl2 recombinante, il est donc intéressant de confirmer ces
résultats avec la protéine Hspl2 native. Une analyse approfondie de la structure de la
protéine Hspl2 native est donc réalisée afin de confirmer que la protéine Hspl2 est une

protéine IDP et afin de comprendre son réle chez la levure.
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2 Spectrométrie de masse

La protéine Hspl2 native purifiée est analysée par spectrométrie de masse afin de
vérifier son intégrité. L'ionisation par électronébuliseur (ESI) est utilisée pour mesurer la

masse moyenne de la protéine. Le spectre déconvolué est montré ci-dessous (Figure 56).

11561,00
100 %
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Figure 56 : Spectre déconvolué de la protéine Hsp12, apres analyse par spectrométrie de masse ESI.

Cette analyse montre la présence d’un seul pic majoritaire a une masse de
11561,0 Da. Cette masse correspond exactement a la masse de la protéine Hsp12 calculée a
partir de sa séquence en acides aminés sans la méthionine N-terminale. Tous les organismes
initient la traduction des protéines par une méthionine, qui est ensuite excisée sur 2/3 des

protéines (Nguyen et al., 2019). L'intégrité de la protéine Hsp12 purifiée est donc validée.
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3 Stabilité thermique

Les protéines IDP sont caractérisées par une stabilité a des températures élevées.
Afin de déterminer la stabilité de la protéine Hsp12, un traitement a haute température est
réalisé sur la protéine Hsp12 et la BSA (Bovine Serum Albumin), utilisée comme controle.
Apres un chauffage a 100°C pendant 10 min, les solutions de protéines sont centrifugées et

analysées par gel SDS-PAGE (Figure 57).

- + (kDa) +

Hsp12 BSA

Figure 57 : Stabilité thermique de la protéine Hsp12 et de la BSA

Aprés chauffage, la bande de BSA (environ 60 kDa) est fortement diminuée. Le
chauffage entraine la dénaturation de la BSA. En effet, I'exposition des régions hydrophobes
auparavant enfouies entraine |'agrégation et la précipitation des protéines. A l'inverse, pour
la protéine Hspl2 il n'y a pas de différence entre les pistes avant et apres chauffage. La
protéine Hspl2 ne s’agrege pas suite a un traitement thermique a 80°C. Ceci est
caractéristique des protéines IDP (Weinreb et al., 1996; Szollosi et al., 2008). Les protéines
IDP étant non conformées, elles ne sont pas dénaturées et présentent ainsi une stabilité

thermique.
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4 Détermination de la masse moléculaire par SEC

La chromatographie d’exclusion stérique est une méthode de séparation de
molécules basée sur leur encombrement stérique. Grace a une calibration utilisant des
protéines standards, il est possible d’obtenir la masse moléculaire apparente d’'une protéine
en fonction de son volume de rétention. La protéine Hspl2 pure est ainsi analysée par

chromatographie d’exclusion stérique grace a un automate UPLC (Figure 58).
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Figure 58 : Chromatogramme de la protéine Hsp12 pure, obtenu par SEC-UPLC.

Le pic correspondant a la protéine Hsp12 possede un temps de rétention de 4,6 min.
D’aprés une calibration réalisée avec plusieurs protéines standards, ce temps de rétention
correspond a une masse moléculaire de 42 kDa. La masse moléculaire observée est donc
largement supérieure a la masse théorique (12 kDa). Pour rappel, lorsque la protéine Hsp12
est analysée par gel SDS-PAGE, une bande est observée a environ 14 kDa (cf. Chapitre 4 -

4. Chromatographie préparative).
Au vu de ces résultats, 2 hypotheses peuvent étre avancées :

1. La protéine Hsp12 est sous forme oligomérique et le SDS dénature les oligomeéres lors de
I'électrophorese.
2. La forme linéaire de la protéine Hsp12 lui confére un encombrement stérique supérieur a

une protéine globulaire de 12 kDa.

Afin de vérifier s’il y a présence d’oligoméres ou non, la protéine Hsp12 est analysée par

réticulation chimique.
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5 Réticulation chimique

Le principe de la réticulation chimique (ou cross-linking) est de lier deux ou plusieurs
molécules par des liaisons covalentes en utilisant un agent de réticulation (cross-linker).
Initialement, les expériences de réticulation ont été utilisées pour comprendre les
interactions entre différentes protéines mais elles peuvent également étre utilisées pour
mettre en évidence la présence d’oligomeéres (Szollosi et al., 2008; Tang and Bruce, 2009). Le
glutaraldéhyde est ainsi utilisé pour lier de facon covalente les possibles oligomeres de la
protéine Hspl2. Le glutaraldéhyde est formé de 2 groupements carbonyles a chaque
extrémité pouvant réagir avec des amines primaires. Cet agent va ainsi pouvoir créer des
liaisons covalentes entre les lysines des protéines Hsp12 et fixer leur état d’oligomérisation.
S’il y a des oligomeéres, le SDS ne sera ainsi plus capable de les dénaturer. Un contréle positif
est réalisé avec l'aldolase, du fait de sa forme tétramérique de 160 kDa. Les réactions sont
menées avec 0,01% et 0,1% de glutaraldéhyde pendant 15min et 1h. Les échantillons sont

analysés par gel SDS-PAGE (Figure 59).
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Figure 59 : Réticulation chimique de la protéine Hsp12 et de I'aldolase analysée par gel SDS-PAGE.
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Avec la protéine Hspl2, une seule bande a environ 15 kDa est observée pour le
contrdle sans glutaraldéhyde (C) et pour toutes les conditions de réticulation. A noter que la
bande de la protéine Hsp12 est observée a une masse moléculaire plus élevée que la masse
moléculaire réelle de la protéine, soit 12 kDa. Ceci est lié a la présence de nombreux acides
aminés chargés dans la séquence de la protéine Hsp12 (Receveur-Bréhot et al., 2006). Sa
mobilité électrophorétique est donc particuliére, ce qui est caractéristique des protéines
IDP. Avec l'aldolase, une bande a environ 40 kDa est observée sans agent de réticulation,
correspondant au monomere. Avec 0,01% de glutaraldéhyde, un mélange de monomere et
de dimére est observé. Avec 0,1%, la forme tétramérique est observée. Cette technique
permet donc de mettre en évidence des formes oligomériques de protéines. Par
conséquent, pour la protéine Hspl2, il n'y a pas d’oligoméres mais uniquement des
monomeres. Ces résultats ont été confirmés par ['utilisation d’'un autre agent de
réticulation : le DSS (disuccinimidyl suberate). Aucun oligomére n’a été observé avec cet
agent (données non présentées). Ces résultats prouvent donc que la protéine Hsp12 est sous

forme monomérique en solution.

La masse moléculaire obtenue en SEC est donc bien due a la forme linéaire de la
protéine Hspl2. Ceci lui conféere un encombrement stérique équivalent a une protéine
globulaire de 40 kDa. Ce comportement est caractéristique des protéines IDP, caractérisées
par I'absence de structure et donc une forme linéaire. Afin de confirmer I'absence de
structure en solution aqueuse de la protéine Hspl2 native, des études de dichroisme

circulaire sont réalisées.
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6 Dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire (circular dichroism — CD) repose sur la capacité des structures
optiguement actives a absorber de facon inégale la lumiére polarisée circulairement a droite
et la lumiére polarisée circulairement a gauche. La liaison peptidique est une structure
optiguement active qui absorbe différemment les lumiéres polarisées a droite et a gauche
entre 190 et 250 nm. En fonction des orientations des liaisons peptidiques de la protéine, le
spectre de CD adopte un profil particulier propre a chaque structure secondaire. La
structuration de la protéine Hspl12 a été évaluée en présence de différents composés : le

SDS ainsi que différents liposomes.

6.1 Hsp12 et SDS

Le spectre de la protéine Hsp12 dans du tampon sodium-phosphate 10 mM a pH 7,2

est enregistré ainsi que le spectre en présence de 0,1% de SDS (Figure 60).

Hspl2
Hspl2 +SDS

CD (mdeg)

190 200 210 220 230 240 250
Longueur d'onde (nm)

Figure 60 : Spectre de dichroisme circulaire obtenu pour la protéine Hsp12 en solution aqueuse
seule et avec 0,1% de SDS.

Pour la protéine Hsp12 en solution aqueuse, le spectre montre un pic négatif a environ

198 nm. Cette courbe est spécifiqgue d’une structure désorganisée, sans éléments de
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structure secondaire, dite « random coil ». La protéine semble donc non structurée en
solution aqueuse. En présence de SDS, une courbe différente est observée avec un pic
négatif a environ 208 nm et un épaulement entre 215 nm et 230 nm. Cette courbe est
spécifique de la présence d’une protéine structurée en hélices a. Il apparait donc que la
protéine Hsp12 se structure en présence de SDS sous forme d’hélices a. Ces résultats sont
en accord avec les précédentes observations, ainsi que les données de la littérature
(Welker et al., 2010; Singarapu et al., 2011). La protéine Hsp12 native peut donc étre classée

parmi les protéines IDP.

6.2 Hsp12 etliposomes

Dans la littérature, il a été montré que la protéine Hspl2 pouvait également se
structurer en présence de certains phospholipides (Welker et al., 2010; Kim et al., 2018).
Ceci pourrait peut-étre expliquer son role en lien avec la membrane plasmique des levures.
Afin de vérifier cette hypothése, des liposomes sont réalisés avec des phospholipides
présents dans la membrane plasmique des levures afin de mimer les conditions

physiologiques de la levure.

Les liposomes sont des structures fermées constituées d’une ou plusieurs bicouches
lipidiques organisées entre deux compartiments aqueux (Lorin et al., 2004), qui permettent
de mimer une membrane, ici de levure. Les phospholipides sont constitués d’'une molécule
de glycérol a laquelle sont liés deux acides gras et un phosphate, lui-méme lié a un
groupement polaire. La désignation des lipides dépend de la fonction polaire qui constitue la
téte lipidique et des acides gras qui constituent la queue hydrophobe. Les phospholipides de
la membrane de S. cerevisiae sont principalement des esters de la phosphatidylcholine (PC),
la phosphatidyléthanolamine (PE), la phosphatidylsérine (PS) et du phosphatidylinositol (PI).
Des esters d’acide palmitique et d’acide oléique (PO) ont été sélectionnés car ce sont les
acides gras les plus représentés chez la levure. Le POPC, le POPS et le PiP, ont été utilisés
pour former des liposomes car ce sont des lipides facilement utilisables pour la formation de
liposomes contrairement au POPE qui induit une courbure négative. Le tableau ci-dessous

résume les caractéristiques des 3 phospholipides utilisés (Tableau XlII).
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Tableau XllII : Caractéristiques des phospholipides utilisés pour former des liposomes.

Nom abrégé Téte polaire | Charge Structure
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Plusieurs compositions de liposomes ont été réalisées: POPC seul, POPC-POPS
(80:20) et POPC-PiP, (80:20) afin de mimer les proportions de chaque lipide chez la levure.
Pour chaque composition, des SUVs (small unilamellar vesicles) ont été préparées. Le

spectre de la protéine Hsp12 en présence des liposomes a ensuite été enregistré (Figure 61).
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Figure 61 : Spectre de dichroisme circulaire obtenu pour la protéine Hsp12 en présence de trois
types de liposomes : POPC, POPC-PiP, (80:20) et POPC-POPS (80:20).
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Le comportement de la protéine Hspl2 est différent selon les lipides utilisés. En
présence de POPC et POPC-POPS, la courbe est caractéristique d’une structure désorganisée
comme observée précédemment pour la protéine Hspl2 en solution aqueuse. Il semble
donc que la protéine Hsp12 ne se structure pas en présence de ces lipides. En présence de
POPC-PiP,, la courbe est caractéristique de la présence d’hélices a. Il apparait donc que la

protéine Hsp12 se structure sous forme d’hélices a en présence de PiP,.

Le POPC est zwitterionique avec une charge négative sur le groupement phosphate et
une charge positive sur le groupement choline. Le POPS est quant a lui chargé globalement
négativement mais il possede une charge positive. La présence de ces charges positives
pourrait expliquer I'absence de structuration de la protéine Hspl2. Comme vu
précédemment, le PiP, est un lipide chargé négativement, constitué d’'une téte polaire et
d’une queue hydrophobe, comme le SDS. De plus, le PiP, a la capacité de former de
nombreuses liaisons hydrogénes du fait de la présence de plusieurs fonctions hydroxyles
(OH). Les liaisons hydrogenes associées a la charge négative pourraient faciliter la
structuration de la protéine Hspl2. Welker et al ont observé le méme type de
comportement en dichroisme circulaire avec la protéine Hspl2 recombinante en présence
de phosphatidylinositol (Pl) ou de phosphatidylglycérol (PG) (Welker et al., 2010). Ce dernier
est un lipide chargé négativement qui possede également des groupements OH en surface,
permettant la formation de liaisons hydrogenes. Néanmoins il est absent des membranes de

la levure.

Le dichroisme circulaire a ainsi permis de mettre en évidence que la protéine Hsp12
se structure sous forme d’hélices o en présence de SDS et de PiP,. Cette structuration
suggeére une interaction entre la protéine Hspl2 et ces molécules. Afin de caractériser
I'interaction de la protéine Hspl2 avec le PiP,, des analyses par titration calorimétrique

isotherme (ITC) sont menées.
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7 ITC

La titration calorimétrique isotherme (Isothermal Titration Calorimetry - ITC) est une
technique de calorimétrie utilisée pour caractériser I'interaction entre deux partenaires. Elle
est notamment utilisée pour évaluer l'interaction entre des protéines et des lipides. Cette
technigue repose sur une mesure directe de la chaleur libérée ou absorbée au cours de la
liaison entre des biomolécules. La quantité de chaleur mesurée est directement
proportionnelle au nombre de liaisons et permet donc de caractériser l'interaction (Kd). Une
suspension de LUVs de POPC-PiP, (80:20) a 1,3 mM est déposée dans la cellule échantillon et
40 L de solution de protéine Hsp12 a 150 uM sont prélevés avec la seringue. Les titrations
sont effectuées en ajoutant 3 pL de protéine Hsp12 toutes les 3 minutes pour permettre
I'équilibre complet de la liaison (Figure 62A). L'analyse des données est réalisée en utilisant
le logiciel Origin 7,0 MicroCal en appliquant le modele de liaison "One set of sites"

(interaction 1:1) (Figure 62B).
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Figure 62 : Résultats de la titration calorimétrique isotherme.
A. Titration de la suspension de LUVs de POPC-PiP, (1,3 mM) avec des aliquotes de 3 uL de protéine
Hsp12 (150 uM).
B. Intégration du signal de la titration.

L’ajout successif de la solution de protéine Hspl2 entraine |'apparition de pics
négatifs (Figure 62A). Il y a donc bien une interaction entre la protéine Hsp12 et le PiP, et

cette interaction est exothermique. L'intégration des pics successifs permet de calculer une

153



constante d’affinité de 2,6 uM (Figure 62B). Il y a donc une forte affinité entre la protéine

Hsp12 et le PiP,.

L’ITC a permis de valider I'interaction entre la protéine Hsp12 et le PiP, et de montrer
une forte affinité entre les deux partenaires. Afin de voir si cette interaction a un impact sur

les lipides, des expériences de calorimétrie différentielle a balayage (DSC) sont réalisées.
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8 DSC

La calorimétrie différentielle a balayage (Differentiel Scanning Calorimetry — DSC) est

une technique de calorimétrie permettant de mesurer des différences de chaleur entre une

référence et un échantillon lors du balayage d’'une rampe de température. Les liposomes

sont caractérisés par leur température de transition de phase (T,), ainsi que par I'enthalpie

de cette transition (AH), traduisant un changement d’état des lipides. L'impact de la protéine

Hsp12 sur ces deux parametres est donc évalué. Une suspension de MLVs de DPPC-PiP, a

ainsi été utilisée a une concentration de 1,3 mM. La protéine Hspl2 a été ajoutée a une

concentration de 16 uM. Les signaux obtenus pour les MLVs de DPPC-PiP, seuls et avec la

protéine Hsp12 sont montrés ci-dessous (Figure 63).
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Figure 63 : Thermogramme d’analyse de liposomes de DPPC-PiP, avec et sans la protéine Hsp12.

La température de transition de phase du mélange DPPC-PiP, est de 38°C et 'aire du

pic est de 1441 pV/s. La température de transition du DPPC seul est de 41°C donc le PiP,

influence légérement la température de transition. Lorsque la protéine Hsp12 est ajoutée, la

température de transition est augmentée d’1°C a 39°C. Ce qui signifie qu’il faut une
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température plus importante (plus d’énergie) pour faire passer les lipides de la phase gel a la
phase fluide. Il apparait donc que la protéine Hsp12 rigidifie les liposomes de DPPC-PiP,. De
plus, l'aire du pic est fortement diminuée a 920 uV/s. L’aire du pic étant corrélée a
I'enthalpie de la transition, la diminution de I'aire du pic signifie que le changement d’état
libere moins d’énergie. Par conséquent, la protéine perturbe les chaines d’acide gras en
diminuant leurs interactions de van der Waals. Il semblerait donc que la protéine Hsp12

s’intercale entre les chaines d’acide gras des lipides.

La DSC a permis de démontrer que l'interaction de la protéine Hspl2 avec des
liposomes de DPPC-PiP, entraine une rigidification de la bicouche lipidique. Ce phénoméne
avait également été observé avec des liposomes de DPPG (Welker et al., 2010). De plus, il
semblerait que la protéine s’enchasse dans la bicouche lipidique. Cette observation
corrobore les prédictions réalisées a partir de la structure de la protéine Hsp12 dans la
littérature (Herbert et al., 2012) (cf. Chapitre 1 - 1.2.2 Structure). Les hélices pourraient alors
étre en partie enchéssées dans la bicouche lipidique grace aux résidus hydrophobes et les
charges positives pourraient étre liées par des interactions électrostatiques aux tétes des

phospholipides chargées négativement (PiP,).
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9 Conclusion

Les différentes techniques utilisées ont permis de confirmer que la protéine Hsp12
native est une protéine intrinséquement non ordonnée (IDP). En effet, la protéine Hsp12
présente une stabilité thermique jusqu’a 100°C et une mobilité électrophorétique
particuliére. De plus, un comportement particulier de la protéine Hspl2 a été observé en
chromatographie d’exclusion stérique suggérant que la protéine Hspl2 pouvait étre sous
forme oligomérique. Des études de réticulation chimique ont permis de montrer I'absence
d’oligoméres. Le comportement de la protéine Hsp12 s’explique donc par sa forme linéaire,
caractéristique des protéines IDP. Ceci a été confirmé par le dichroisme circulaire, qui a
montré que la protéine Hsp12 n’est pas structurée en solution aqueuse mais peut former
des hélices a en présence de SDS ainsi qu’en présence de certains phospholipides présents
dans la membrane plasmique des levures, comme le PiP, Afin de caractériser cette
interaction, des expériences d’ITC ont été réalisées. Elles ont permis de démontrer une forte
affinité entre la protéine Hsp12 et le PiP, avec une constante d’affinité de 2,6 uM. Enfin,
I'impact de la protéine Hsp12 sur I'organisation des lipides a été évalué grace a la DSC. Il a
ainsi été montré que la protéine Hsp12 rigidifie la bicouche lipidique de DPPC-PiP, et qu’elle

pourrait s’enchasser dans cette bicouche.

Ces observations peuvent étre extrapolées a la levure. En effet, chez la levure les
esters de phosphatidylinositol (Pl) sont présents majoritairement dans le feuillet interne de
la membrane plasmique mais également dans les membranes de I'appareil de Golgi, des
endosomes et des vacuoles (Strahl and Thorner, 2007). Une fois la protéine Hsp12 traduite
dans le cytosol, elle pourrait alors interagir avec les Pl et s’enchasser en partie dans les
membranes. Sa présence dans les membranes permettrait alors de les rigidifier. Cette
rigidification pourrait ainsi permettre aux levures de mieux résister aux conditions
stressantes en conservant 'intégrité de leurs membranes. La protéine Hsp12 aurait donc un

véritable réle de chaperonne de membrane.

Afin de mieux comprendre le role de la protéine Hspl2 sur les membranes, il est
envisagé de localiser la protéine Hsp12 in vivo par immunofluorescence. Grace aux anticorps
anti-Hsp12 obtenus pour le développement du dosage ELISA, il est possible de cibler la

protéine Hspl2 directement sur des coupes de levures. Cette étude permettrait ainsi de voir
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la localisation de la protéine Hsp12. De plus, la détection de la protéine Hsp12 pourrait étre
réalisée suite aux différentes conditions de stress explorées précédemment afin de voir s’il y

a une localisation préférentielle de la protéine lors de stress.
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Partie II. Caractérisation organoleptique

1 Introduction

Plusieurs études ont mis en évidence la possible implication de la protéine Hsp12
dans la sucrosité du vin. Il a été montré que la sucrosité des vins augmentait avec la quantité
de levures présentes pendant I'autolyse (Marchal et al., 2011a), suggérant la libération d’'une
ou plusieurs molécules « sucrées » lors de l'autolyse des levures. Puis, des travaux sur le
fractionnement d’extraits de levures autolysées ont permis d’isoler une fraction sapide de
nature peptidique, dont la masse moléculaire des constituants était estimée entre 0,5 et
3 kDa. L'analyse par spectrométrie de masse de cette fraction a permis d’identifier des
peptides issus de la protéine Hsp12. L'analyse organoleptique a montré que I'ajout de cette
fraction sapide dans le vin augmentait la sensation de sucrosité (Moine, 2005). Enfin, une
analyse sensorielle de vins obtenus a partir de souches de levures exprimant ou n’exprimant
pas la protéine Hspl12 a été réalisée. Cette étude a montré une sensation de sucrosité plus
importante pour le vin obtenu a partir des levures exprimant la protéine Hspl2
(Marchal et al., 2011a). Ces travaux ont donc permis de mettre en évidence le role de la
protéine Hsp12 dans la sucrosité du vin. Cependant, il n’a pas été démontré si le go(t sucré
provient de la protéine Hspl12 entiere, ou, d’un ou plusieurs peptides issus de la protéine
Hspl12. L'objectif est donc de démontrer si la protéine Hspl2 entiére ou lysée est

responsable de la sucrosité du vin.
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2 Seuil de détection

Le terme de seuil a été introduit au XIX°™ siécle par des psycho-physiciens. Il est
défini comme l'intensité d’un stimulus au-dessus de laquelle ce stimulus peut étre détecté,
et en dessous de laquelle il ne peut I'étre (Figure 64A). Dans notre cas, I'intensité du stimulus

correspond a la concentration de la protéine Hsp12.

A Notion traditionnelle du seuil B Notion probabiliste du seuil
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Figure 64 : La notion de seuil. L’astérisque correspond au seuil.
A. Notion traditionnelle du seuil.
B. Notion probabiliste du seuil.

Cependant, en pratique, la probabilité de détection exprimée en fonction de la
concentration de la substance correspond a une sigmoide (Figure 64B). Cette forme traduit
la variabilité de la perception d’un stimulus. Ainsi le seuil correspond a la concentration pour
laguelle la probabilité de détection est de 0,5. Le seuil de détection correspond donc a la
moyenne géométrique entre la concentration la plus basse identifiée et la plus haute non
identifiée.

La protéine Hsp12 a été dégustée dans le cadre d’un test triangulaire. Pour cela, trois
échantillons, dont deux identiques, sont présentés simultanément aux juges qui doivent
désigner I'échantillon différent. Les deux échantillons identiques correspondent a de I'eau
minérale et I'échantillon différent correspond a la protéine Hspl2 dissoute dans la méme

eau a une concentration donnée (Figure 65).
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Figure 65 : Représentation des modalités dégustées pour déterminer le seuil de détection de la
protéine Hsp12.

Le seuil de détection correspond a la moyenne géométrique entre la concentration
la plus basse identifiée et la plus haute non identifiée. Ainsi pour les juges n’ayant pas
identifié la plus grande concentration de la protéine Hsp12 (40 mg/L), leur seuil individuel
correspond a la moyenne géométrique entre 40 mg/L et la concentration suivante qui aurait
été testée si la série avait été étendue (80 mg/L). Le seuil collectif correspond a la moyenne

géométrique des seuils individuels.

Le seuil de détection gustative est établi a 21,3 mg/L pour le panel, avec des seuils
individuels compris entre 3,5 et 56,6 mg/L. Ce seuil correspond a une concentration
référence pour caractériser sensoriellement la protéine Hsp12. Le seuil de détection permet
d’obtenir la concentration pour laquelle une différence sensorielle est observée en présence
de la protéine Hsp12. Toutefois, ce test ne permet pas de relier la différence sensorielle a la
sucrosité car il n’est pas demandé aux juges de caractériser le profil sensoriel mais
uniquement la perception d’une différence. Afin de vérifier si la protéine Hsp12 participe au

go(t sucré, un test in vitro d’activation du récepteur au gout sucré T1R2/T1R3 a été réalisé.
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3 Test d’activation du récepteur T1R2/T1R3

Le test d’activation du récepteur au gout sucré T1R2/T1R3 a été réalisé dans le cadre
d’une collaboration avec I'équipe du Dr Loic Briand (CSGA — Dijon). Cette équipe a développé
un test permettant de mesurer I'activation du récepteur humain T1R2/T1R3 exprimé en
cellules HEK293 (Poirier et al., 2012). L’activation du récepteur est mesurée par de la
fluorescence, qui est directement reliée la libération de calcium intracellulaire. La capacité
de la protéine Hsp12 a activer le récepteur a été évaluée sur des cellules exprimant ou pas

ce récepteur (Figure 66).
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Figure 66 : Graphique représentant l'activation du récepteur TIR2/T1R3 au travers de la
fluorescence en fonction de la concentration en protéine Hsp12.
La courbe noire représente I'activation de cellules n’exprimant pas le récepteur TIR2/T1R3.
La courbe rouge représente I'activation des cellules exprimant le récepteur TIR2/T1R3.

Avec les cellules n’exprimant pas le récepteur T1IR2/T1R3 (courbe noire), le signal de
fluorescence est nul. C'est un contréle négatif qui permet de vérifier que la protéine Hsp12
n’induit ni de fluorescence, ni de flux calcique, lorsqu’elle est appliquée sur les cellules. Avec
les cellules exprimant le récepteur (courbe rouge), le signal de fluorescence est également

nul. Il n’y a donc pas de flux calcique et donc pas d’activation du récepteur T1R2/T1R3. Ces
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données montrent que la protéine Hsp12 n’active pas le récepteur au godt sucré T1R2/T1R3
a des concentrations inférieures a 0,5 mg/mL (42 uM). Un nouvel essai a été réalisé avec une
concentration maximale de 3,3 mg/mL (250 puM) de protéine Hspl2, sans montrer
d’activation du récepteur (données non présentées). Ces résultats montrent donc que la

protéine Hsp12 n’active pas le récepteur TIR2/T1R3 dans les conditions testées.

Les différentes connaissances acquises sur la protéine Hspl12 dans le vin sont les

suivantes :

1. La contribution de la protéine Hsp12 au go(t sucré du vin a été identifiée suite a la
dégustation de peptides issus de la protéine.

2. Le dosage ELISA de la protéine Hsp12 dans plusieurs vins a montré I"absence de la
protéine Hsp12 entiere.

3. La protéine Hsp12 entiére ne semble pas activer le récepteur du goUt sucré.

Il est donc imaginable que ce soient les peptides issus de la protéine Hspl2 qui soient
responsables du go(t sucré. Toutefois, un seuil de détection a été obtenu pour la protéine
entiere a 21,3 mg/L. Lors de I'épreuve du seuil de détection, les dégustateurs doivent
identifier une différence de golt. C’est donc une différence globale de la perception
gustative. La protéine Hspl2 entiere pourrait par exemple étre responsable de plusieurs

saveurs (amer, salé, sucré, acide, umami) ou de la modification de la viscosité.

Un profil sensoriel est réalisé pour évaluer la sucrosité de la protéine Hsp12. Lors de
cette dégustation, le profil sera évalué pour la protéine Hsp12 entiere et la protéine Hsp12

lysée dans du vin pour voir s’il y a une différence entre les deux.
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4 Profil sensoriel

Afin d’évaluer I'impact de la protéine Hsp12 entiére et lysée sur le golt du vin, un
profil sensoriel est réalisé. Selon [I'organisation internationale de normalisation,
I'établissement d’un profil sensoriel (ISO 13299 : 2016) est une méthode d’analyse
descriptive. Elle permet de caractériser les propriétés sensorielles d’'un échantillon avec
I'attribution d’une valeur d’intensité pour des descripteurs sensoriels choisis au préalable
(sucrosité, acidité, amertume, astringence, ...). Le profil sensoriel consiste a présenter
consécutivement les échantillons a évaluer a un panel de dégustateurs. Celui-ci doit alors
évaluer sur une échelle l'intensité de chaque descripteur, pour tous les échantillons. Les
notes d’intensité attribuées par le panel sont alors centrées-réduites afin de s’affranchir du
facteur de notation des juges puis les résultats sont traités statistiguement par une analyse

de variance ANOVA.

4.1 Etude préliminaire

La libération de la protéine Hspl12 native lors de la fermentation et de I'autolyse
induite de la souche Fx10 est évaluée au préalable. L’objectif est de pouvoir mimer au mieux
les conditions de vinification lors la préparation des échantillons destinés a I'établissement

du profil sensoriel.

Deux cultures de la souche Fx10 sont réalisées avec du mo(lt blanc de raisin. La
fermentation est menée pendant 11 jours jusqu’a épuisement des sucres. Puis, I'autolyse
des levures est induite par augmentation de la température. Des prélevements de culture

sont réalisés tous les jours. La protéine Hsp12 est ainsi quantifiée dans le moQt (Figure 67).
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Figure 67 : Suivi de la concentration de la protéine Hsp12 au cours de la fermentation alcoolique et
de I'autolyse des levures.

Pendant les 11 premiers jours, la protéine Hspl2 n’est pas détectée dans le mol(t.

eme

Elle n’est donc pas libérée dans le mo(t lors de la fermentation alcoolique. Le 12 jour, la
quantité de protéine Hspl2 a augmenté de facon importante a 8 pg/L. Il y a donc eu
libération de la protéine Hspl2 dans le modt suite a l'autolyse des levures. Puis, la
concentration en protéine Hsp12 diminue le 13°me jour (1,2 pg/L) et elle n"est plus détectée
le 14°™ jour, soit aprés 3 jours d’autolyse. Il est possible que la protéine Hspl2 soit
dégradée dans le milieu par des protéases. En effet le dosage ELISA ne permet pas de
quantifier les peptides issus de la protéine entiere. Les protéases peuvent étre déja
présentes dans le moQt de raisin ou bien libérées par les levures suite a I'autolyse. Pour
rappel, lors de la validation de la méthode de dosage ELISA, la protéine Hsp12 n’avait pas été
détectée dans plusieurs vins commercialisés, probablement suite a sa protéolyse rapide dés
sa libération dans le moQt. Il semblerait donc que la protéine Hsp12 sous sa forme entiere

n’est présente que transitoirement au cours de la vinification.

En conclusion, afin d’évaluer I'impact gustatif des peptides de la protéine Hspl2,
cette derniére devra étre ajoutée au moment de I'autolyse des levures afin de représenter

au mieux les conditions de vinification.
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4.2 Préparation des échantillons

4.2.1 Fermentation

Trois cultures d’une souche de Saccharomyces cerevisiae dont le géne HSP12 est
inactivé (souche AHSP12) sont réalisées avec 450 mL de mo(t blanc de raisin. L'utilisation de
cette souche AHSP12 permet de s’affranchir de la protéine Hsp12 libérée naturellement par
les levures dans la culture et ainsi d’évaluer I'impact gustatif d’'une quantité connue de
protéine Hsp12. La fermentation est réalisée a 24°C. Le suivi de la croissance des levures est

réalisé par la mesure de la densité optique (DO a 600 nm) (Figure 68).
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Figure 68 : Suivi de la croissance des levures lors de la fermentation.

Les trois cultures présentent un profil de croissance similaire. Une forte

augmentation de la biomasse est observée lors des premiers jours. Puis la quantité de

°M¢ jour, avant de diminuer légérement jusqu’au 11°™¢

biomasse reste stable jusqu’au 6 jour.

Le suivi de la fermentation est réalisé grace a la pesée des cultures. En effet, la
consommation des sucres fermentescibles conduit a la libération de CO,, qui va entrainer
une perte de masse. Pour 450 mL de modt, la consommation de 86 g de glucose et de
fructose conduit a une libération de 42 g de CO,. La perte de masse est associée directement
a la libération de CO,, ce qui permet de calculer la quantité de sucres dans le mo(t (Figure

69).
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Figure 69 : Suivi de la quantité de sucres dans le moiit lors de la fermentation.

Les trois cultures montrent un profil similaire pour le suivi de la quantité de sucres
dans le modt. Il y a une consommation rapide des sucres les premiers jours, puis une
stabilisation a partir du 7°™ jour 4 environ 84 g. La fermentation est arrétée le 11°™ jour car
la totalité des sucres est consommée (86 g). Cela est vérifié par un dosage enzymatique
montrant qu’il reste 0,023 g de glucose dans chaque culture. L'autolyse est donc induite

dans les cultures, afin de mimer au mieux les conditions de vinification.

4.2.2 Autolyse

Le molt fermenté est séparé en 2 modalités. Dans la modalité 1, il n'y a pas
d’ajout et dans la modalité 2, la protéine Hsp12 purifiée est ajoutée a une concentration de
30 mg/L. L'ajout de protéine Hsp12 correspond ici au moment ou elle est libérée dans le vin
lors de la vinification (cf. 4.1 Etude préliminaire). Les cultures sont ainsi placées en condition
anaérobie a 32°C. Ces conditions favorisent I'autolyse des levures, qui vont ainsi libérer leur
contenu intracellulaire. La protéine Hsp12 est quantifiée au cours du temps dans les milieux

de culture par dosage ELISA (Tableau XIV).
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Tableau XIV : Quantification de la protéine Hsp12 par dosage ELISA dans les milieux de culture des
modalités 1 et 2.

Quantité ajoutée 0 30 mg/L
Autolyse JO 0 1,5 mg/L
Autolyse J1 0 0,008 mg/L
Autolyse J2 0 0

La modalité 1 permet de confirmer qu’il n’y a pas de protéine Hsp12 libérée dans le
milieu avec la souche AHSP12. Pour la modalité 2, la quantité de protéine Hsp12 diminue
rapidement suite a son ajout et jusqu’a ne plus étre détectable a J2. La protéine Hsp12 est
probablement dégradée par des protéases présentes dans le milieu. Le vin est alors

centrifugé et filtré pour éliminer les levures.

Juste avant la dégustation, la modalité 1 est divisée en 2 modalités afin d’étudier la
protéine Hspl2 entiere, non digérée. Dans la modalité 1A, rien n’a été ajouté et dans la
modalité 1B, la protéine Hsp12 pure a été ajoutée a une concentration de 30 mg/L. Les 3

modalités sont représentées ci-apres (Figure 70).

1A 1B 2

Vin Vin Vin
+ Hsp12 entiere + Hspl12 lysée

Figure 70 : Représentation des 3 modalités dégustées lors de I’établissement du profil sensoriel.
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4.3 Profil sensoriel

Le profil sensoriel est réalisé sur les 3 modalités décrites précédemment. Pour
chaque modalité, les dégustateurs ont évalué I'intensité de 3 descripteurs : sucrosité, acidité
et amertume. Trois analyses statistiqgues ANOVA sont donc nécessaires pour analyser chaque

descripteur.

4.3.1 Analyse de la sucrosité

Avant de faire I'analyse de variance ANOVA, I'homogénéité des variances et la
normalité des données ont été validées au risque 5% grace aux tests respectifs de Levene (p-
value = 0,217) et Shapiro-Wilk (p-value = 0,281). L'analyse ANOVA montre que la sucrosité
d’au moins une modalité est significativement différente des autres a un risque de 2% (p-
value = 0,019). Le test de comparaison multiple de moyenne de Tukey permet de classer les

3 modalités selon les différences de sucrosité (Figure 71).
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Figure 71 : Histogramme représentant les résultats de la comparaison multiple de moyennes de
Tukey analysant la sucrosité des 3 modalités.
Les valeurs de sucrosité correspondent aux notes centrées-réduites, permettant de s’affranchir du
classement de chaque dégustateur.

La comparaison multiple de moyennes a permis de classer la modalité « Vin » avec la

modalité « Vin + Hsp12 entiére » dans le groupe A, ce qui signifie qu’il n’y a pas de différence
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significative entre les moyennes de ces 2 modalités. La sucrosité n’est donc pas différente
entre ces deux groupes. Par conséquent, la protéine Hsp12 entiére a une concentration de
30 mg/L n"augmente pas la sucrosité du vin. Cette analyse a permis également de mettre en
évidence que la modalité « Vin + Hsp12 lysée » est significativement différente des deux
autres. La valeur centrée-réduite moyenne de sucrosité est de 0,64, montrant donc que la
modalité « Vin + Hsp12 lysée » augmente la sucrosité du vin. Par conséquent, les peptides
issus de la lyse de la protéine Hsp12 entiére a une concentration de 30 mg/L augmentent la

sucrosité du vin.

Cette dégustation montre que ce n’est pas la protéine Hspl2 entiere mais les

peptides qui en sont issus, qui sont responsables de la sensation de sucrosité du vin.

4.3.2 Analyse de I'acidité

Avant de faire I'analyse de variance ANOVA, I'homogénéité des variances et la
normalité des données recueillies sur I'acidité ont été validées au risque 5% grace aux tests
respectifs de Levene (p-value = 0,842) et Shapiro-Wilk (p-value = 0,368). L'analyse ANOVA
n‘a pas montré de différence significative entre les 3 modalités. L'acidité n’est donc pas
différente entre les 3 modalités. Par conséquent, la protéine Hspl2 ne semble pas avoir

d’impact sur I'acidité du vin.

4.3.3 Analyse de 'amertume

L’homogénéité des variances et la normalité des données recueillies sur 'amertume
ont été validées au risque 5% grace aux tests respectifs de Levene (p-value = 0,607) et
Shapiro-Wilk (p-value = 0,103). L'analyse ANOVA n’a pas montré de différence significative
entre les 3 modalités. L'amertume n’est donc pas différente entre les 3 modalités. Par

conséquent, la protéine Hsp12 ne semble pas avoir d’impact sur 'amertume du vin.
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5 Conclusion

Plusieurs expériences ont été réalisées afin de préciser la contribution de la protéine

Hsp12 a la sucrosité du vin.

Dans un premier temps, le seuil de détection de la protéine Hsp12 a été évalué dans
de I'eau. Ce test repose sur la détection d’une différence de perception. Il ne permet donc

pas de caractériser la sucrosité de la protéine Hsp12. Un seuil de 21,3 mg/L a été obtenu.

Puis, des tests cellulaires ont été réalisés pour mesurer I'activation du récepteur au
goUt sucré T1R2/T1R3 par la protéine Hspl2. Les résultats ont montré qu’il n’y avait pas
d’activation du récepteur par la protéine Hsp12. Cet élément vient s’ajouter a plusieurs
observations s’orientant vers une possible implication des peptides issus de la protéine
Hsp12 dans le go(t sucré (cf. 3 Test d’activation du récepteur T1IR2/T1R3; cf. 4.1 Etude

préliminaire).

Afin d’évaluer s’il y a une différence sensorielle entre la protéine Hsp12 entiére et les
peptides issus de la protéine Hsp12, un profil sensoriel a été réalisé. Pour se rapprocher des
conditions de vinification, du mo(t de raisin a subi une étape de fermentation alcoolique
puis une étape d’autolyse des levures avec ajout de protéine Hspl2 selon différentes
modalités. Le profil sensoriel n’a pas mis en évidence de différence sensorielle significative
en termes d’acidité et d’amertume entre les modalités. Il n’y a donc a priori pas d'impact de
la protéine Hspl2 sur ces deux descripteurs. Le profil sensoriel a également permis de
montrer que |'ajout de protéine Hspl2 entiére a une concentration de 30 mg/L n’a pas
d’impact sur la sucrosité. Pourtant, le seuil de détection de la protéine Hsp12 entiére dans
de I'eau est de 21,3 mg/L. Ce résultat peut s’expliquer par trois raisons principales. Tout
d’abord, la matrice de dégustation n’est pas la méme, le seuil de détection a été réalisé dans
de I'eau contrairement au profil sensoriel qui a été réalisé dans du vin. Ensuite, le profil
sensoriel fait appel au seuil de reconnaissance de la sucrosité. Le seuil de reconnaissance est
toujours plus élevé, c’est-a-dire qu’il nécessite une plus grande quantité de substance, par
rapport au seuil de détection. Ce dernier se caractérise par la perception d’une différence
globale, qui peut ne pas étre liée a la perception de sucrosité mais par exemple a un
mélange de saveurs ou a la texture en bouche. Enfin, la salive contenant de nombreuses

protéases pourrait entrainer la protéolyse de la protéine Hspl2 dans la bouche. Lors de la
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dégustation, si les dégustateurs gardent longtemps en bouche la protéine Hspl2, elle est
peut étre partiellement dégradée en peptides qui pourraient alors étre responsables d’'un
go(t sucré. L'absence d’impact sur la sucrosité de la protéine Hsp12 entiére est a rapprocher

du fait que la protéine Hsp12 n’active pas le récepteur au go(t sucré.

Le profil sensoriel a également mis en évidence que les peptides issus de la protéine
Hsp12 a 30 mg/L augmentent la sucrosité percue dans le vin. Ce résultat confirme les
observations réalisées lors de la découverte de la sucrosité de la protéine Hsp12. Cette
dégustation a ainsi montré que ce n’est pas la protéine Hsp12 entiere mais les peptides qui

en sont issus, qui sont responsables de la sensation de sucrosité du vin.

Il serait intéressant de mesurer I'activation du récepteur au godt sucré T1IR2/T1R3
par les peptides. Ce test a été envisagé en analysant la modalité « Vin + Hsp12 lysée » mais
I’échantillon est trop complexe pour étre analysé par cette technique. Il faudrait alors utiliser
une protéase de levure afin de digérer la protéine Hsp12 dans un tampon afin d’avoir un
échantillon contenant uniquement les peptides issus de la protéine Hspl2. La protéase
majeure de Saccharomyces cerevisiae est la protéinase A (ou saccharopepsine), qui n’est
plus commercialisée. Elle a toutefois été produite sur demande chez la levure par
I'entreprise MyBioSource, qui n’assurait pas son activité protéolytique. Aprés plusieurs

essais, il s’est avéré que la protéinase A recue n’était pas active.

Au laboratoire, les équipements ainsi que les compétences permettent la production
de la protéinase A. Il est donc envisagé de la produire sous forme recombinante chez la
levure. Son activité enzymatique sera évaluée afin de s’assurer de I'efficacité de la protéase.
Elle sera ainsi utilisée pour protéolyser la protéine Hspl12 et étudier les peptides qui en

seront issus.
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Conclusions générales et perspectives

Le role de la protéine Hspl12 a été étudié au cours de ce travail. En effet, les transcrits
du gene HSP12 ont fait I'objet de plusieurs études pour leur implication dans la réponse au
stress mais la protéine Hsp12 n’a jamais été quantifiée. Il paraissait donc pertinent de la
quantifier afin de comprendre son role dans la réponse aux stress. Par ailleurs, des études
ont mis en évidence la contribution de la protéine Hspl2 dans la sucrosité du vin.
Cependant, il n’a pas été démontré si cette contribution provient de la protéine Hspl2
entieére ou de peptides qui en sont issus. L'objectif de cette étude était ainsi d’obtenir la
protéine Hspl2 native pure a partir de culture de Saccharomyces cerevisiae afin de
comprendre son réle, d’'une part dans la réponse au stress chez la levure et, d’autre part

dans la sucrosité du vin.

e Dosage ELISA de la protéine Hsp12

Le dosage ELISA de la protéine Hsp12 développé lors de ce travail est un outil central
de cette étude. En effet, il permet la quantification de la protéine Hsp12 avec une trés bonne
sensibilité dans différentes matrices, que ce soit directement dans du milieu de culture,
apres lyse des levures ou dans du vin. Cet outil peut donc s’avérer tres utile pour I'étude des
stress chez la levure Saccharomyces cerevisiae, puisque la protéine Hspl2 semble étre un
marqueur de stress pertinent. Ce dosage sera également tres utile en cenologie, notamment
pour la société Laffort. En effet, la quantification de la protéine Hspl2 permet de
sélectionner la souche de levure la plus productrice de protéine Hsp12. L'utilisation d’une
telle souche permettrait ainsi d’améliorer I'équilibre gustatif du vin. De plus, ce dosage
permet de mesurer lI'impact des conditions de vinification (température, durée de
fermentation, ...) sur la production de la protéine Hspl2. Les conditions de vinification
pourraient ainsi étre adaptées pour favoriser la production de la protéine Hspl2 et ainsi

améliorer I'équilibre gustatif du vin.

173



e Impact des stress sur la production de la protéine Hsp12

L'impact de différents stress sur la quantité de protéine Hsp12 produite par la levure
Saccharomyces cerevisiae a ainsi été étudié grace au développement d’un protocole de

dosage ELISA.

D’une part, des stress de courte durée (1h) ont été étudiés. Il a ainsi été démontré
pour la premiere fois, que la quantité de protéine Hsp12 native augmente significativement
suite a un stress thermique a 40°C et a 20°C et suite a un stress osmotique avec 400 mM de
NaCl. Ces résultats confirment les observations précédentes sur les taux de transcrits du
géne HSP12. l'impact du stress éthanolique a également été étudié et a montré une
diminution significative de la quantité de protéine Hsp12. Ce résultat ne corrobore pas
I'augmentation des transcrits du géne HSP12 décrite dans la littérature. Des mécanismes de
régulation de I'expression des ARNm pourraient étre responsables de la faible quantité de
protéine Hsp12 traduite alors que la quantité de transcrits est importante. Il serait toutefois
pertinent de quantifier, par RT-gPCR, les transcrits du géne HSP12 dans notre modeéle

d’étude.

D’autre part, le suivi de la production de la protéine Hsp12 a permis de confirmer que
la protéine est exprimée en absence de glucose. Les résultats suggeérent également qu’elle
serait exprimée a un niveau basal et participerait au développement des levures. En outre, la
protéine Hspl2 est exprimée en réponse aux stress, suggérant son implication dans
I’adaptation et/ou la résistance aux stress. Afin d’étudier son expression basale, 'impact des
stress osmotique et éthanolique pourrait également étre évalué plusieurs heures aprées leur

application afin de voir comment la quantité de protéine Hsp12 évolue.

e Purification

Un procédé de purification a été développé afin d’obtenir la protéine Hsp12 pure.
L'objectif était d’obtenir un haut niveau de pureté afin de pouvoir caractériser la protéine
Hspl2. L'étude de la protéine native (non recombinante) permet de s’affranchir de
potentiels biais liés a une manipulation génétique de la levure. Sa purification était donc un

défi car elle n’est pas surexprimée par rapport aux autres protéines de levure et ne posséde
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pas de caractéristiques permettant de la purifier spécifiquement par chromatographie
d’affinité.

Pour la premiére étape, la résine en mode mixte PPA HyperCel a été sélectionnée et a
permis I"élimination de nombreux contaminants. Pour la deuxieme étape, le choix de la
résine a été fait de maniéere rationnelle. Les 2 contaminants majoritaires observés a la fin de
la premiére étape ont été analysés par spectrométrie de masse. Leurs caractéristiques ont
orienté le choix vers la résine PPA HyperCel du fait de son importante hydrophobicité. Ainsi,
la résine PPA HyperCel a été utilisée pour les 2 étapes. Traditionnellement, une stratégie dite
orthogonale est privilégiée. En effet, différentes résines correspondant a différentes
techniques de séparation sont utilisées a chaque étape. Dans le cas d’une résine en mode
mixte, il est possible de conserver cette orthogonalité puisqu’elle présente 2 types
d’interactions, électrostatiques et hydrophobes. Lors de I'étape 1, la séparation est
principalement basée sur les interactions électrostatiques alors que lors de I'étape 2, la
séparation est basée sur la combinaison des 2 types d’interactions. Puis, lors du changement
d’échelle, un contaminant est apparu: la protéine Hspl2 tronquée. La modification du
tampon d’équilibration lors de I'étape 2 ainsi que de la durée de la culture ont permis
d’éliminer la protéine tronquée. Pour la troisieme étape, une chromatographie d’exclusion

stérique a permis d’éliminer les derniers contaminants présents.

Une pureté de 99% est obtenue pour la protéine Hsp12 native, suite a 3 étapes de
purification. La purification de la protéine native était un défi qui a été relevé a l'aide de
seulement 3 étapes. Ce haut niveau de pureté a permis d’envisager la caractérisation

physico-chimique et organoleptique de la protéine Hsp12.

e Caractérisation physico-chimique

La caractérisation physico-chimique a permis de confirmer que la protéine Hspl2
native est une protéine intrinséquement non ordonnée (IDP). En effet, la protéine Hsp12
présente une stabilité thermique jusqu’a 100°C et une mobilité électrophorétique
particuliére. De plus, un comportement particulier de la protéine Hspl2 a été observé en
chromatographie d’exclusion stérique suggérant que la protéine Hspl2 pouvait étre sous
forme oligomérique. Des études de réticulation chimique ont permis de montrer I'absence
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d’oligoméres. Le comportement de la protéine Hsp12 s’explique donc par sa forme linéaire,
caractéristique des protéines IDP. Ceci a été confirmé par le dichroisme circulaire, qui a
montré que la protéine Hsp12 n’est pas structurée en solution aqueuse mais peut former
des hélices a en présence de SDS ainsi qu’en présence de certains phospholipides présents
dans la membrane plasmique des levures, comme le PiP, Afin de caractériser |'interaction
avec le PiP,, des expériences d’'ITC ont été réalisées. Elles ont permis de démontrer une forte
affinité entre la protéine Hsp12 et le PiP, avec une constante d’affinité de 2,6 uM. Enfin,
I'impact de la protéine Hspl2 sur l'organisation des lipides a été évalué grace a des
expériences de DSC. Il a ainsi été montré que la protéine Hspl2 rigidifie une bicouche

lipidique de DPPC-PiP; et qu’elle pourrait s’enchasser dans cette bicouche.

Ces observations peuvent étre extrapolées a la levure. En effet, chez la levure les
esters de phosphatidylinositol (Pl) sont présents majoritairement dans le feuillet interne de
la membrane plasmique mais également dans les membranes de I'appareil de Golgi, des
endosomes et des vacuoles (Strahl). Une fois la protéine Hsp12 traduite dans le cytosol, elle
pourrait alors interagir avec les Pl et s’enchéasser en partie dans les membranes. Sa présence
dans les membranes permettrait alors de les rigidifier. Cette rigidification pourrait ainsi
permettre aux levures de mieux résister aux conditions stressantes en conservant l'intégrité
de leurs membranes. La protéine Hsp12 aurait donc un véritable role de chaperonne de

membrane.

Afin de mieux comprendre le role de la protéine Hspl2 sur les membranes, il est
envisagé de localiser la protéine Hsp12 in vivo par immunofluorescence. Grace aux anticorps
anti-Hsp12 obtenus pour le développement du dosage ELISA, il est possible de cibler la
protéine Hsp12 directement sur des coupes de levures. Cette étude permettrait ainsi de voir
la localisation de la protéine Hsp12. De plus, la détection de la protéine Hsp12 pourrait étre
réalisée suite aux différentes conditions de stress explorées précédemment afin de voir sil y

a une localisation préférentielle de la protéine lors de stress.

176



e Caractérisation organoleptique

Plusieurs expériences ont été réalisées afin comprendre la contribution de la protéine

Hsp12 a la sucrosité du vin.

Dans un premier temps, le seuil de détection de la protéine Hsp12 a été évalué dans
de I'eau. Un seuil de 21,3 mg/L a été obtenu. Ce test repose sur la détection d’une différence

de perception et permet donc d’obtenir une valeur de référence.

Puis, des tests cellulaires ont été réalisés pour mesurer I'activation du récepteur au
goUt sucré T1R2/T1R3 par la protéine Hspl2. Les résultats ont montré qu’il n’y avait pas
d’activation du récepteur par la protéine Hspl12. Cet élément vient s’ajouter a plusieurs
observations orientant vers une possible implication des peptides issus de la protéine Hsp12

dans le go(t sucré :

i. contribution de la protéine Hsp12 au go(t sucré du vin identifiée suite a la dégustation
de peptides issus de la protéine Hsp12
ii. protéolyse rapide de la protéine Hsp12 suite a l'autolyse des levures

iii. absence de la protéine Hsp12 entiere dans du vin

Afin d’évaluer s’il y a une différence sensorielle entre la protéine Hsp12 entiére et les
peptides issus de la protéine Hsp12, un profil sensoriel a été réalisé. Pour se rapprocher des
conditions de vinification, du mo(t de raisin a subi une étape de fermentation alcoolique
puis une étape d’autolyse des levures avec ajout de protéine Hspl2 selon différentes
modalités. Le profil sensoriel a révélé qu’il a n'y pas d’'impact de la protéine Hsp12 entiere
sur l'acidité, I'amertume et la sucrosité. L'absence d’impact sur la sucrosité de la protéine
Hspl2 entiére est a rapprocher du fait que la protéine Hspl2 n’active pas le récepteur au
godt sucré. Enfin, le profil sensoriel a mis en évidence que les peptides issus de la protéine
Hspl2 augmentent la sucrosité percue dans le vin. Ce résultat confirme les observations

réalisées lors de la découverte de la sucrosité de la protéine Hsp12.

Il serait intéressant de mesurer I'activation du récepteur au go(t sucré T1R2/T1R3
par les peptides. Pour cela, il faudrait utiliser une protéase de levure afin de digérer la
protéine Hspl2 dans un tampon afin d’avoir un échantillon contenant uniquement les

peptides issus de la protéine Hsp12. La protéase majeure de Saccharomyces cerevisiae est la

177



protéinase A (ou saccharopepsine), qui n’est plus commercialisée. Au laboratoire, les
équipements ainsi que les compétences permettent la production de la protéinase A. Il est
donc envisagé de la produire sous forme recombinante chez la levure. L’activité
enzymatique de la protéase sera évaluée afin de s’assurer de son efficacité. Elle pourra ainsi

étre utilisée pour protéolyser la protéine Hsp12 et étudier les peptides qui en seront issus.

Ce travail a ainsi permis de mieux comprendre le réle de la protéine Hsp12 dans la
réponse au stress chez la levure Saccharomyces cerevisiae et sa contribution dans la

sucrosité du vin.
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Annexe : Fiche du produit ZYMAFLORE® Fx10 fournie par la société Laffort.
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