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H. Charles, Ingénieur biochimiste de I’Institut Na-
tional des Sciences Appliquées de Lyon (INSA), il a ef-
Jectué un DEA d’analyse et modélisation des systémes
biologiques a I’Université Claude Bernard de Lyon |,
puis une these (Juin 1997) intitulée “"Aspects molécu-
laires de la bactérie symbiotique principale du cha-
rangon des céréales Sitophilus oryzae (Coléopiére,
Curculionidae) et études de ses interactions avec 1'hé-
te” dans le Laboratoire de Biologie Appliquée de I'IN-
SA de Lyon sous la direction du Pr Paul Nardon.

P. Nardon, D'abord assistant a la Faculté des
Sciences de Lyon, puis a I'INSA, il est actuellement
professeur, directeur du laboratoire de Biologie Ap-
pliquée et ancien directeur (jusqu'au 31 mai 97) du
département de Biochimie. Depuis 1975 ses travaux
portent essentiellement sur l'étude de la symbiose che;
le charangon des céréales, redouwtable ravageur ré-
pandu dans le monde entier et qui doit sa nuisibilité a |
la présence de bactéries symbiotiques. Celles-ct ac- |
; : croissent la fertilité, la vitesse de développement et
| permetient une meilleur assimilation de la nourriture.

| H. Charles et P. Nardon

I est lauréat du prix Foulon 1993. !

Introduction : diversité et
ubiquité de la symbiose

Clest le lichénologue Franck, en 1877,
qui définit pour la premiére fois le terme
de symbiose (cité dans [1]). Deux années
plus tard, De Bary [2] précisera ce
concept : "Le parasitisme, le mutualisme,
le lichénisme sont chacun un cas spécial
de cette tendance a l'association pour la-
quelle le terme symbiose est proposé
comme désignation générale". Au début
du XXEMe sizcle, I'importance de la sym-
biose fut reconnue par quelques auteurs
[3-5] qui postulérent l'origine symbioti-
que de la cellule eucaryote. Toutefois, in-
suffisamment argumentée, cette théorie
sombra bient&t dans 'oubli. 1 fallut atten-
dre 1965 pour que Buchner [6], Profes-
seur & ['Université de Munich, relance
I'intérét pour la symbiose grice & son cé-
[ebre ouvrage "Endosymbiosis of animals
with plants and microorganisms"'. De-
puis, et grice au développement de la
biologie moléculaire qui fournit les preu-
ves de l'origine symbiotique des plastes et

1. En fait 1965 est la date de la version anglai-
se de I'ouvrage allemand de Buchner (1953)
intitulé “Endosymbiose der Tiere mit pflanzli-
chen Mikroorganismen”.

des mitochondries, de trés nombreux
ouvrages ont été publiés (pour revue voir

(7D

Les modéles de symbiose sont extré-
mement variés el concernent l'ensemble
des organismes vivants, des unicellulaires
procaryotes aux organismes supérieurs
animaux ou végétaux. Lorsque les parte-
naires sont extérieurs l'un & l'autre, on
parle d’ectosymbiose. Les exemples des
lichens, des fourmis et des termites cham-
pignonnistes ou du couple poisson clown
- anémone de mer montrent la diversité de
ce genre d'association. L'endosymbiose
est une relation dans laquelle les symbio-
tes sont a l'intérieur de leur héte, généra-
lement dans le tube digestif, comme c'est
le cas chez les termites et chez les rumi-
nants, ou dans une poche spécialisée a
lI'exemple de l'organe bioluminescent de
certains poissons. Finalement, l'endocy-
tobiose caractérise une symbiose intracel-
lulaire.  Les  symbiotes  (appelés
endocytobiotes) peuvent étre des virus
comme chez la drosophile, des bactéries
comme chez les mollusques ou chez de
nombreux insectes, ou encore des levures
comme chez les Cerambycidae ou chez
les Anobiidae. Les exemples de symbiose
sont si nombreux dans la nature que les

symbioclogistes s'interrogent méme sur
I'existence d'individus non-symbiotiques.
C'est ce que Nardon et Grenier [7] définis-
sent en ces lermes : "La tendance a I'asso-
ciation (plus ou moins intime) est une loi
biologique fondamentale, plus générale-
ment méme une loi de nature". C’est la
notion méme d’individu qui est alors re-
mise en question : I'individu symbiotique
formé par I’association (et 1'interaction)
des deux ou plusieurs génomes qui le
composent a ainsi été renommé symbio-
cosme (7, 8].

La symbiose est chargée d'un point de
vue culturel de connotations positives (en-
traide, entente pacifiste), mais il ne faut
pas oublier que, dans sa définition la plus
large, elle englobe les relations de type pa-
rasitisme qui aboutissent généralement 2
la mort de I'un des partenaires. De plus, il
est probable que la plupart des endocyto-
biotes soient d’anciennes bactéries parasi-
tes dont la virulence a €t peu i peu
atténuée par 1’hdte. Cette hypothése a été
émise dés 1933 parPaillot [9], puis a été
reprise ensuite par plusieurs auteurs [7,
10]. Ainsi, I'intervention de protéines de
stress pour le maintien de 1I'équilibre sym-
biotique n’est-elle pas surprenante. La
survie d'un organisme procaryote a l'inté-
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: protéine partiellement renaturée
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Figure I - Modéle d'interactions ATP-dépendantes entre GroEL, GroES et le polypeptide substrat (d’aprés [65])

(1) : le complexe GroE est asymétrique, un seul anneau est lié & GroES et & ’ADP, la fixation du substrat induit la dissociation de GroES et de
PATP (2) et initie le processus de repliement selon deux schémas possibles (A et B). En A, la fixation de GroES et de 'ATP (3a) se fait sur
Panneau opposé a 'anneau ayant fixé le substrat. L’hydrolyse de ’ATP permet le relargage de la protéine native ou d’un intermédiaire par-
tiellement renaturé (4a). La fixation de sept autres molécules d’ATP sur le deuxiéme anneau (5a) déclenche un second cycle d’hydrolyse et de
relargage du substrat (6a). Enfin, la dissociation de ’ADP permet le refour & I’état (2). Le cycle B est similaire, mais la fixation de GroES a
lieu sur I'anneau ayant fixé le substrat si bien que le relargage de la protéine native ne peut donc se faire qu’au deuxiéme cycle d’hydrolyse

d’ATP.

rieur du cytoplasme d'un eucaryote né-
cessite, de la part de l'endocytobiote, le
contournement des mécanismes hétes de
lareconnaissance du non-soi et, de la part
de I'hote, un contréle rigoureux de la mul-
tiplication des endocytobiotes pour éviter
une invasion fatale.

La production de protéines de stress de
la famille des Hsp60 (60 kDa Heat shock
protein) a été observée chez de nombreu-
ses bactéries intracellulaires. Mais avant
de décrire plus précisément les implica-
tions de cette protéine dans les relations
hite-symbiotes, les principales propriétés
biochimiques des Hsp60 et la régulation
de l'expression de leurs génes chez les
bactéries libres seront présentées.

Principales propriétés
biochimiques de la protéine
Hsp60

Dans la famille des Hsp60, la protéine
le plus étudiée est la protéine d'Escheri-
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chia coli appelée GroEL [11, 12].
D'autres protéines Hsp60 ont été caracté-
risées dans les chloroplastes [13] et dans
les mitochondries [14]. Plus récemment,
une protéine appelée TF55, possédant des
homologies structurales et génétiques
avec la famille des Hsp60, a été identifiée
chez les Archébactéries [15] et une autre
appelée Tcpl dans le cytoplasme des cel-
lules eucaryotes [16]. La localisation de
ces protéines est généralement cytoplas-
mique, néanmoins quelques auteurs ont
montré une localisation membranaire, par
exemple chez Helicobacter pylori et
Neisseria gonorrhoeae [17, 18].

GroEL est un complexe protéique com-
posé de deux fois sept sous-unités identi-
ques de 57 kDa arrangées en deux tores
superposés. Cette structure caractéristi-
que, de 14 nm de diamétre extérieur et
15 nm de hauteur, délimite un canal cen-
tral de 4,5 nm de longueur. Chaque mo-
nomeére est composé d'un domaine apical,
d'un domaine intermédiaire et d'un do-
maine équatorial [19]. Le domaine équa-

©

torial est le plus grand des trois, il est
responsable des liaisons entre les diffé-
rentes sous-unités du complexe. Il con-
tient également le site de fixation et
d'hydrolyse de 1'ATP. Le domaine inter-
médiaire est le plus petit, il sert probable-
ment de charniére mobile lors des cycles
d'association et de dissociation du subs-
trat. Enfin, le domaine apical forme la pa-
roi de la cavité centrale, véritable "banc
de travail" de la protéine [20].

La protéine GroEL a la particularité de
se lier 4 une autre molécule chaperon de
la famille des Hsp10 appelée GroES chez
Escherichia coli [21]. La forme native de
GroES est un heptamere qui peut venir se
fixer sur le tétradécameére GroEL pour
former le complexe GroE. La liaison s'ef-
fectue au niveau d'un site particulier de
GroES, une boucle de 17 acides aminés
sans structure secondaire fixe et ayant
une grande flexibilité [22]. La fixation et
le relargage de cette protéine intervien-
nent dans les mécanismes de régulation
de T'activité de GroEL.
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Figure 2 - Structure et organisation de I'opéron groE et du géne rpoH [31]
(A) : L'opéron groE est sous la dépendance de deux promoteurs : P1, promoteur de choc thermique s'associant & la sous-unité s32 de la poly-
mérase et P2, promoteur constitutif s'associant a la sous-unité s70.
(B): Le géne rpoH est sous la dépendance de cing promoteurs. P est le promoteur constitutif spécifique de la sous-unité s70. P2, P4 et PS sont
aussi des promoteurs s70, mais P2 est spécifique de la souche et P4 et PS5 sont des régulateurs secondaires mineurs. Enfin, P3 est un promoteur
spécifique de la sous-unité s24. Il n'entre en jeu qu'anx conditions extrémes de température (supérieure a 50 °C). La protéine DnaA posséde deux
sites de fixation (repérés par des fleches) et agit en répresseur de la transcription. Les régions cis-régulatrices (a, b et c) de I'ARNm sont indiquées

par des rectangles hachurés.

Le complexe GroE est essentiel pour la
croissance d’Escherichia coli 4 toutes les
températures [23], mais historiquement
sa premiere fonction étudiée a été celle de
I'assemblage de la téte des phages A et T4
[24]. Les mutants GroE~ sont facilement
isolables puisqu'ils restent viables aprés
infection par un de ces phages. L'observa-
tion de leur phénotype a alors permis aux
chercheurs d'étudier le champ d'action du
complexe GroE sur la physiologie géné-
rale d'Escherichia coli.

Ainsi, il a été observé chez ces mutants
une réduction du taux d'ARN, un blocage
de la division cellulaire et une altération
de l'activité protéasique [12]. L'interac-
tion de GroEL avec la synthése d'ADN et
la division cellulaire semble liée a la pro-
téine DnaA responsable de l'initiation de
laréplication du chromosome. En effet, la
surexpression des protéines GroEL et
GroES dans une souche mutée sur le géne
DnaA (dnaA46), restaure le phénotype
sauvage alors que la méme surproduction
de GroEL et GroES n'entraine aucun effet
sur la réplication de la souche sauvage
[25]. Le rdle des chaperons dans la dégra-
dation des protéines a été suggéré par de
nombreux travaux (cités dans [26]) ; ainsi
le complexe GroE pourrait, par exemple,

stimuler l'activité de la protéase Clp.

Enfin, la purification de la protéine
GroEL [11] et I'étude de ses propriétés in
vitro ont permis de définir son activité
principale : l'aide au replierpent de nom-
breuses protéines dénaturées ou nouvel-
lement synthétisées. Cette renaturation
requiert tout d'abord la reconnaissance du
substrat dénaturé, puis la fixation et I'hy-
drolyse d'ATP, ainsi que la présence de
cofacteurs cationiques (Mg2*, Ca2+).
Clest ainsi qu'en 1991, Ellis [27] définit
en ces termes le role physiologique du
complexe GroE : "Les protéines chape-
rons (Hsp60 et Hsp70 essentiellement) se
lient & de nombreux polypeptides non re-
pliés au cours de processus comme la
synthése, le transport protéique ou la dé-
naturation thermique. Cette liaison main-
tient le polypeptide en un état qui
I'empéche de mal se replier, l'assiste jus-
qu'a son repliement inter et intra-molécu-
laire final, lui permet un transport plus
rapide vers son lieu d'excrétion ou de
translocation et peut éventuellement per-
mettre aux protéases de le dégrader”.

Différents modeles moléculaires ont
€été proposés pour tenter d'expliquer le
fonctionnement du complexe chaperon
GroE. Le modele présenté Figure 1 inte-

@

gre non seulement la stoechiométrie des
molécules d'ATP fixées et hydrolysées,
mais également la possibilité d'un relar-
gage du substrat sous forme partiellement
renaturée a chaque étape du cycle de re-
naturation,

Parmi les aspects encore mal définis de
la régulation du complexe GroE figure la
fixation éventuelle de deux heptaméres
GroES sur chacun des anneaux GroEL,
de fagon a former une structure symétri-
que. En effet, la fixation de GroES sur un
anneau GroEL inhibe fortement la fixa-
tion d'un autre GroES sur I'anneau oppo-
sé. Mais a forte concentration en Mg2+
(15220 mM) ou & pH élevé (7,7 2 8,0), il
est possible de former des complexes sy-
métriques GroES7:GroEL | 4:GroES7,
[28]. De telles structures ont été obser-
vées en microscopie électronique [29]
mais leur réle dans la régulation du com-
plexe chaperon est encore discuté,

Régulation de I'expression
des genes hsp60

Les génes codant les protéines chape-
rons Hspl0 et Hsp60 sont regroupés en
un opéron (groE) unique chez la plupart
des bactéries (Figure 2A). Néanmoins,

REGARD sur la BIOCHIMIE n°3- 1997



&

chez Bradyrhizobium japonicum, une fa-
mille multigénique d'au moins cinq opé-
rons groE a été trouvée sur des
mégaplasmides [30]. Chez Mycobacte-
rium, Synecocystis et Streptomyces, il
existe en plus de l'opéron groE, un autre
géne hsp60 surnuméraire et non précédé
du géne hspiO [31]. Enfin, les génes
hsp60 et hspl0 mitochondriaux sont co-
dés par le noyau ils ne sont pas structurés
en opéron et possédent chez Zea mais de
nombreux introns [32].

De nombreuses formes de stress peu-
vent induire la réponse au choc
thermique : une élévation ou une baisse
de température, des rayonnements UV ou
divers agents chimiques [33]. Chez FEs-
cherichia coli, une augmentation de tem-
pérature de 37°C a 46°C provoque la
multiplication par dix du taux de protéi-
nes GroEL et l'essentiel de la régulation
de I'opéron groFE est effectué a un niveau
transcriptionnel, via le promoteur de choc
thermique Pg32 [34].

A température normale, la concentra-
tion cellulaire en facteur de transcription
032 est trés faible (10 a 30 molécules par
cellule), car cette protéine est trés instable
(demi-vie d’une minute) et son expres-
sion est réprimée au niveau traductionnel.
La majorité de la transcription de I'opéron
grokE est alors assurée par I'ARN polymé-
rase (Ec70) qui vient se fixer sur le pro-
moteur aval Po70. Pendant le choc
thermique, la stabilité et la synthése du
facteur ©32 augmentent considérable-
ment. L'expression de l'opéron est alors
assurée par 'ARN polymérase Eg32 qui
vient se fixer sur le promoteur amont
Po32. Ce systéme de régulation a double
promoteur est classique pour toutes les
protéines a la fois synthétisées constituti-
vement et inductibles par choc thermique
[35].

La sous-unité 032 de I'ARN polyméra-
se est codée par le gene rpoH
(Figure 2B). C'est la régulation post-
transcriptionnelle et post-traductionnelle
de ce géne qui est 4 l'origine de laréponse
au choc thermique chez les bactéries [31].
En cas de choc thermique, le taux de fac-
teur 632 augmente trés fortement car sa
transcription augmente et son ARNm est
stabilisé. Une élévation de la température
de 30°C a 42°C induit la multiplication
par 17 du taux de facteur 032 chez Esche-
richia coli par exemple [31]. Cette stabi-
lisation fait intervenir des éléments cis-
régulateurs : la partie A de 'ARNm (co-
don 6 a 20) interagit avec ' ARN riboso-
mal 16S et favorise sa traduction. La
partie B (codon 153 & 247) est un élément
de régulation négatif 4 basse température

et, sa délétion entraine une augmentation
importante de l'expression. A et B sem-
blent interagir sur la structure secondaire
de 'ARNm en séquestrant le codon Start
a basse température [36]. Enfin, la région
C (codon 364 4 433) est un site de fixation
de la protéine Hsp70 (DnaK). La fixation
de ce chaperon sur I' ARNm bloque la tra-
duction sur le ribosome et facilite la dé-
gradation du nouveau polypeptide par les
protéases [37].

Il apparait ainsi que la protéine DnaK
est l'acteur principal de la régulation de la
réponse au choc thermique dans la cellule
bactérienne. En effet, & température nor-
male, cette protéine, associée aux protéi-
nes Dnal et GrpE, est fixée sur le facteur
032. La transcription des génes hsp se fait
donc essentiellement grice au facteur
c70. Lors d'une élévation de température,
le taux de protéines dénaturées augmente
dans la cellule. Du fait de la trés forte af-
finité de la protéine DnaK pour les subs-
trats dénaturés, le facteur 032 se trouve
libéré. Le recrutement de la protéine
DnaK par les protéines dénaturées aura
également pour effet de libérer ' ARNm
du géne rpoH et d'augmenter sa traduc-
tion. L'action combinée de I'élévation de
température, agissant directement sur les
éléments cis-régulateurs de 'ARNm du
géne rpof, et du recrutement des protéi-
nes DnaK par les protéines dénaturées va
permettre l'induction de l'expression de
tous les génes de choc thermique. La pro-
duction de molécules chaperons qui en
résulte permettra l'autorégulation de la
réponse au choc thermique en éliminant
peu a peu le taux de protéines dénaturées
dans la cellule.

Ce systeme de régulation est conservé
chez un grand nombre de bactéries, mais
il n'est cependant pas universel. Chez
Bradyrhizobium japonicum, un facteur
054 codé par le géne rpoN, régule l'acti-
vité de l'opéron groE [38]. Un autre sys-
teme de régulation a enfin été décrit chez
certaines bactéries et notamment chez
Bacillus subtilis [39), Clostridium aceto-
butylicum [40] et Mycobacterium leprae
[41]. Ce systeme appelé CIRCE (Con-
trolling Inverted Repeat of Chaperone
Expression) fait intervenir des éléments
répétés inversés trés conservés et ayant
une structure de deux fois neuf nucléoti-
des séparés par neuf nucléotides. Les
CIRCE sont généralement localisés entre
le promoteur et le codon Start du géne
hsp60 et des mutations sur une des deux
branches des séquences ont un effet acti-
vateur de la transcription. Il semble donc
que les CIRCE soient des éléments ré-
presseurs de la transcription, soit par effet

m n°3-1997 REGARD sur la BIOCHIMIE

stérique sur I'ADN (en formant une bou-
cle qui bloque I'ARN polymérase), soit
par fixation d'un répresseur spécifique
[31]. Chez Bacillus subtilis, Schulz et al.
[42] ont mis en évidence des mutants
ayant une délétion sur le géne orf39 et
synthétisant de fagon importante les pro-
téines Hsp60 et Hsp70. Il est probable
que le produit de ce géne soit effective-
ment I'élément répresseur des séquences

CIRCE [43].

La protéine Hsp60 des
bactéries symbiotiques
intracellulaires

Le stress cellulaire, responsable de
la surproduction de la protéine
Hsp60

La production de protéines de stress de
la famille des Hsp60 a été observée chez
de nombreuses bactéries parasites : Sal-
monella typhi [44]) ; Chlamydia tracho-
matis [45]); Mycobacterium paratuber-
culosis [46) et Pasteurella multocida
[47]. 1l est possible que ces protéines per-
mettent la survie des parasites dans l'en-
vironnement intracellulaire hostile des
cellules hotes, soit en maintenant la struc-
ture des protéines bactériennes essentiel-
les, soit en participant & la production et a
l'excrétion des facteurs de virulence [48].

Chez le charangon Sitophilus oryzae,
les endocytobiotes produisent en quantité
tres importante une protéine Hsp60. Cette
protéine représente jusqu'a 40 % des syn-
théses des endocytobiotes lorsqu'ils sont
dans les bactériocytes hotes [49].

Chez le puceron Schizaphis graminum,
Baumann er al. [50] ont suivi le taux de
protéines Hsp60 des endocytobiotes au
cours du développement de l'insecte. Un
taux relativement constant de 1,6 105
molécules de Hsp60 par pm? a été trouvé.
Cette concentration (environ 10 % des
protéines totales) correspond au taux de
protéines Hsp60 trouvé chez Escherichia
coli cultivée en condition de stress ther-
mique a 46°C. Une telle production de
protéines de stress a également été obser-
vée chez les endocytobiotes de I'amibe
Amoeba proteus [51] et chez ceux de la
mouche tsé-tsé Glossina sp. [52].

Chez un autre puceron, Acyrthosiphon
pisum, les endocytobiotes primaires (Bu-
chnera aphidicola) produisent également
une protéine Hsp60 en quantité importan-
te [53]. Cette protéine, appelé symbioni-
ne, a €té purifiée et a montré in vitro des
propriétés de molécule chaperon, des ac-
tivités d'ATPase et de renaturation de
substrats dénaturés [54].



Afin de découvrir un éventuel réle spé-
cifique de cette protéine dans la relation
symbiotique, Morioka et Ishikawa [55]
ont recherché les différences existant en-
tre la symbionine et la protéine GroEL. II
est ainsi apparu que les sous-unités de la
symbionine se dissociaient plus facile-
ment en présence d'urée que les sous-uni-
tés GroEL. De plus, leur réassociation
n'est pas influencée par la présence de
symbionine native. I semble donc que
des différences existent entre ces deux
molécules au niveau de leur structure
quaternaire. La symbionine posséde de
plus une activité d'autophosphorylation
qui lui permet de transférer l'énergie de la
liaison phosphate de I'ATP a d'autres
composés. In vitro, elle peut reformer du
GTP et de I'ATP a partir du GDP et de
I'ADP [54]. La protéine GroEL est égale-
ment capable d'autophosphorylation [56],
mais pour le moment aucune activité
phosphotransférase a ¢été découverte.
Ainsi la symbionine, en plus de son réle
de chaperon, pourrait avoir un deuxiéme
role comparable a celui des protéines a
histidine kinase des bactéries et pourrait
participer aux échanges énergétiques en-
tre I'nGte et ses endocytobiotes.

Enfin, un réle trés original pour la sym-
bionine a été décrit chez les pucerons
Myzus persicae [57] et Rhopalosiphum
padi [58]. La symbionine est excrétée par
les endocytobiotes dans I'hémolymphe de
ces deux insectes et participe au cycle de
transmission de différents virus circu-
lants en protégeant les particules virales
de la protéolyse, depuis le tube digestif
Jusqu'aux glandes salivaires. Il est & noter
qu'une protéine homologue des Hsp60 a
€té trouvée, associée aux particules du vi-
rus HIV, dans des cellules humaines [59].

Il n'est pas surprenant d'observer la pré-
sence de protéines Hsp60 dans les divers
endocytobiotes et bactéries parasites étu-
diés puisque cette protéine posséde un
réle physiologique essentiel i toutes les
températures. Mais il est par contre plus
étonnant que cette protéine de stress soit
surproduite méme dans des relations en-
dosymbiotiques trés anciennes et appa-
remment trés stables. On peut noter & ce
titre que les mitochondries stockent éga-
lement une quantité importante de protéi-
ne Hsp60. L'induction de I’expression de
protéine Hsp60 est peut-étre liée a l'effort
d'importation et d'exportation (échanges
de métabolites) auquel la cellule symbio-
tique doit continuellement faire face.
Mais elle correspond peut-étre simple-
ment a une réponse au stress induit par le
milieu intracellulaire qui malgré la lon-
gue co-évolution, est resté hostile a ces
cellules étrangéres.

Régulation des genes hsp60 des bac-
téries intracellulaires

Chez les endocytobiotes du puceron du
pois [60], ainsi que chez Legionella pneu-
mophila [61], la régulation des génes
hsp60 semble se faire sur le modéle clas-
sique & double promoteurs 632 et g70. Il
existe en plus chez Buchnera aphidicola
deux séquences inversées répétées (IR)
de sept paires de bases, séparées par sept
autres paires de bases. Cet ensemble est
localisé entre les génes hsp60 et hspl0.
Ces IR pourraient étre des éléments de ré-
gulation positifs qui permettraient la syn-
thése préférentielle de hsp60 par rapport
a hspl0 [60]. Chez Mycobacterium tu-
berculosis, le méme type de régulation
est observé mais les séquences inversées
et répétées possedent 21 nucléotides cha-
cune et sont séparées par cing nucléotides
[62].

Chez Bradyrhizobium japonicum la ré-
gulation des génes hsp60 est a la fois du
type CIRCE et g32. Cette régulation est
extrémement complexe et trés partielle-
ment élucidée. Non seulement les génes
hsp60 sont multiples et localisés sur des
mégaplasmides, mais les génes rpof ap-
partiennent également & une famille mul-
tigénique [38]. Chez Agrobacterium
tumefaciens, il a été montré que, lors d'un
choc thermique, le taux de protéine
Hsp60 augmente de fagon trés importante
alors que le taux de HsplQ reste faible
dans la cellule. Une stabilité différentielle
des deux ARNm hsp/0 et hsp60, obtenus
apres clivage de I'ARNm polycistroni-
que, a €té suggérée pour expliquer ce
phénomeéne [63].

Enfin, chez les endocytobiotes de I'ami-
be Amoeba proteus, I'opéron xgroE est
sous le contréle d'un promoteur classique
Po32, mais un autre type de promoteur
extrémement fort et fonctionnel chez Es-
cherichia coli induit I'expression préfé-
rentielle de la protéine XGroEL par
rapport 4 la protéine XGroES [64]. Ce
type de promoteur, situé a l'intérieur du
géne groES, n'a pour le moment pas été
trouvé chez d'autres organismes.

Il apparait donc que la régulation des
génes des bactéries symbiotiques posséde
au moins une caractéristique propre : I'in-
duction préférentielle du géne hsp60 par
rapport au géne hsp/0. Les organismes
ont apparemment tous développé des mé-
canismes trés diversifiés pour atteindre ce
méme but. Les modeéles de fonctionne-
ment du complexe GroE les plus récents
montrent la nécessité d'un rapport stoe-
chiométrique de 2:1 respectivement pour
les molécules GroEL et GroES dans la
cellule. Néanmoins il a été montré que la

protéine GroEL seule est capable d'une
activité chaperon in vitro [65]. De plus la
surproduction de la protéine GroES s'est
avérée toxique pour la cellule [12]. Tl est
probable que cet effet toxique de GroES
soit responsable de la sélection de ces
mécanismes de régulation chez les orga-
nismes intracellulaires.

Conclusion : réle des
protéines Hsp60 dans la
symbiose intracellulaire

Il est remarquable que dans toutes les
symbioses intracellulaires étudiées a ce
jour, la surproduction de protéines de
stress soit observée. Cette surproduction
semble de plus avoir été conservée au
cours de I’évolution puisque méme les
mitochondries et les chloroplastes dont
I’age de I'intégration symbiotique est es-
timé a environ | milliard d’années, pro-
duisent en quantité importante ce
chaperon moléculaire dont le géne a été
transféré dans le noyau. Ainsi, ces protéi-
nes pourrait avoir un rdle prépondérant
dans le maintien de I’équilibre symbioti-
que. La découverte de ces protéines dans
la symbiose a dévoilé un fait important :
la symbiose est génératrice de stress pour
les deux partenaires. Mais il est 1égitime
de se demander “Qu’est-ce que représen-
te véritablement le stress intracellulaire
pour une bactérie qui cohabite avec son
hote  depuis plusieurs millions
d'années 7" Six hypothéses non exclusi-
ves ont ainsi été formulées pour tenter de
définir le role de cette protéine chez les
bactéries symbiotiques intracellulaires :

(1) La protéine Hsp60 participe a la
translocation membranaire et aux replie-
ments des protéines hdtes importées de-
puis le cytoplasme hote a I'intérieur des
endocytobiotes.

(2) Elle participe aux échanges énergé-
tiques entre I’héte et les endocytobiotes
via ses propriétés de phosphorylation,

(3) Elle est excrétée dans le cytoplasme
de I’héte ou elle assure sa fonction de mo-
lécule chaperon.

(4) Elle participe a la formation et 3
I'excrétion de facteurs de virulence qui
permettent aux endocytobiotes de con-
tourner la barriére immunitaire de 1’héte.

(5) Elle compense les dommages cau-
s€s sur la séquence d’ADN par I’accumu-
lation de mutations déléteres (décrites
chez les petites populations d’endocyto-
biotes a reproduction asexuée et évoluant
a travers des goulots d’étranglement) en
aidant le repliement des protéines ayant
leurs structures tertiaires ou quaternaires
altérées.
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(6) Enfin, I’héte induit I'expression
quasi-élective de cette protéine afin de di-
minuer la virulence de la bactérie sym-
biotique en limitant son potentiel global
de synthése et évite ainsi l’envahisse-
ment.

La symbiose intracellulaire se traduit
par une augmentation de la fitness de
I’héte qui, grice 4 ses symbiotes, parvient
mieux A exploiter son substrat alimentaire
et & survivre sur des milieux relativement
pauvres. Cest le cas par exemple des in-
sectes phloémophages (pucerons et aleu-
rodes). L'intégration des endocytobiotes
dans la physiologie de leur hote nécessite
des mécanismes trés sophistiqués d’é-
changes de métabolites. Il a été montré
que les endocytobiotes d’insectes four-
nissent & leurs hotes de nombreuses vita-
mines, acides aminés et lipides. Lorsque
I'intégration est encore plus poussée
(plus ancienne), il est vraisemblable
qu’un systéme d'interactions génétiques
se mette en place et aboutisse a une réor-
ganisation compléte du génome symbio-
tique par délétions et transferts de génes
[66]. La protéine Hsp60 pourrait alors
participer a ces mécanismes d’échanges
et d’interactions (Hypothéses 1 a 3).
Néanmoins, aucune preuve directe de
cette intervention n’a pu étre fournie a ce
jour dans la littérature.

Si la participation aux échanges n’est
pas le réle principal de cette protéine dans
la relation symbiotique, on peut supposer
qu’elle intervient dans les mécanismes de
tolérance des endocytobiotes vis-a-vis de
I'héte (Hypothéses 4 a 6). En effet, pour
perdurer, I'association doit faire face a un
certain nombre de problémes : les endo-
cytobiotes ne doivent pas étre éliminés
par le systeme de défense de I'hGte, mais
leur démographie doit tout de méme étre
rigoureusement contrdlée pour éviter une
invasion fatale. Cette fois encore aucune
preuve directe de 'intervention de la pro-
téine Hsp60 dans l'un de ces mécanismes
de "défense" n'a pu étre fournie pour le
moment.

Qutre ces aspects fondamentaux de
biologie cellulaire et moléculaire, 1'étude
de la symbiose chez les insectes revét
aussi upe importance économique non
négligeable. En effet, de nombreux rava-
geurs doivent leur extraordinaire poten-
tiel d'invasion et de multiplication a
l'apport énergétique fourni par leurs sym-
biotes. Une meilleure compréhension des
mécanismes d'interaction hote/symbiotes
permettra alors peut-étre un jour d'envi-
sager le développement de nouveaux
moyens de lutte contre ces ravageurs.
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