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1- Le corps lipidique in vivo : usine de production et de
stockage

Questions de recherche : comprendre la dynamique du corps lipidique

+ Améliorer le remplissage et stabilité des émulsions
*  Améliorer les procédés d’extraction d’huile
* Nouvelle biomasse pour la chimie verte (agrocarburant, synthons)

REMPLISSAGE - S STABILISATION
i : MOBILISATION

Les modéles :
e Lalevure S. cerevisiae

* Les graines en développement chez B. napus (seulement depuis 2011)
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1-1 Les oleosines : actrices majeures du remplissage
de |la stabilité et de la mobilisation

Développement d’une « boite a outils » de suivi des oléosines in vivo

>
» Adaptation des protocoles de purification des corps lipidiques g §
* Manipulation biochimique des protéines hydrophobes (isolement ou purification de complexes) E g
+ Protéines de fusion ° 3
* Immunodétection avec anticorps spécifiques (-BD (-BD
* Protéomique dynamique et structurale =

+ Organismes a composition contrastée en oléosines

Résultats majeurs

Chez S. cerevisiae : L’expression hétérologue de I’'oléosine S3 stabilise les réserves lipidiques et permet de stocker plus
d’huile dans la levure. Froissard et al. (2009) FEMS Yeast Res, 9 428-438 ; Jamme et al. (2013) PLoS one, 8 e74421 (Contact : M. Froissard)

Chez A. thaliana : Compréhension des mécanismes de dégradation des oléosines lors de la destabilisation des CL (graine
germeée). Deruyffelaere et al. (en préparation) (Contact : S. D’Andréa)

Chez B. napus : Les corps lipidiques de I’accession Amber qui sont trés stables sont enrichis en certaines isoformes

d’oléosines ce qui suggére une rigidité et une couverture plus importante de leur surface. Jolivet et al. (2013) Ind. Crops Prod. 44,
549-557 (Contact : P. Jolivet)
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1-2 remplissage et mobilisation « a facon »

Ingénierie de S. cerevisiae

Moduler les profils en lipides par

» Expression hétérologue d’acyltransférases et
d’estérases végétales Limiter la dégradation par

* Inactivation des voies de
dégradation des corps lipidiques

* Inactivation de genes endogénes

* Modifications des conditions de culture (milieux et
températures)

* Modifications des conditions de

culture (milieux et températures)

Améliorer le remplissage par

+ Expression hétérologue de protéines structurales Verrous a lever = objectifs DYSCOL
des corps lipidiques

* Dynamique du corps lipidique

ANR LIPICAERO 2008-2010 (T. Chardot) ; Projet DGA CAER 2012-2014 (T. Chardot) o Transposition de voies en zym atiques com plétes
Incitatif CEPIA/MICA 2011-2012 (M. Froissard) ; ANR LIPIDHEMI lettre d’intention
déposée (M. Froissard)
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2- Le corps lipidique isolé pour la vectorisation

Questions de recherche :

Projet VectOB

non retenu par SPS
infructueuse

(industriels, pharmacologie)

Modéle :

Levures

S. cerevisiae (+/- oléosine)
Y. lipolytica (oléagineuse)
D. arctica (riche en ®3)

Plantes

A. thaliana (WT et A oléosines)

B. napus (plante de grande culture)
C. sativa (riche en ®3)

Artificiels ;
TG + PL +/- oléosines \
L marquage fluorescent * Comportement au contact de
Caracterisation lipides et/ou protéines cellules en cultures

biochimique et biophysique

.08
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2- Le corps lipidique isolé pour la vectorisation

'.groP r i Tech

QUALITY INGREDIENTS PATENTED TECHNOLOG

BOTANECO N—
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cosmétique et 'agroalimentaire » ; i : Tect i Lkt 1
Hydresia® - Oleosomes Technology Overview Ju .

Valorisation d'une émulsion de graines de colza

seeds and serve as natural storehol

Oleosomes are structures found naturally in oil bearing plant
including safflower

d by the seed until germination. They are found in virtually all crops,

energy u:
almond and sunflower

including exsential
e call this

Oleosomes are naturally occurring spheres 1-5 1 in diameter v

of a center core of
rounded by a phos pm: lipid o

ble applications for an Ol
ction of actives from degradation, the
ced performance, and prolonging
n or hair

Our first launch based on the HydrePure delivery technology
| form of vitamin A, has been used

HydrePure Retinol. Retinol, a natura
as a leading anti-aging active in the personal care industry for over a
well documented to have stability concerns as wall
n on the skin. HydrePure Retinol hese

11/05/2012
decade, howev
a5 can cause

problems in the following two ways

; ® oeq Lo
Contact ,.
Figure 2 - Structure of an Oleosome

http://www.youtube.com/watch?v=Cvw8vHT2gSA

Ana Patricia CAMPOS, Rudy DAHAN, Alix DARRIBAU, Amelie IZAUTE, Mathilde LAGESSE,
Oriane LARCHEVEQUE, Valentin PARTULA, Léa RISPARD BORNEMANN, Adrien RIVAYRAND,

Coralys ROBERT, Yues WANG.
.09
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3- Le corps lipidique isolé pour I’analyse structurale

Questions de recherche : comprendre la structure du corps lipidique et des protéines associées
* Améliorer les procédés d’extraction d’huile
» Connaissance de la structure des oléosines (émulsifiants © /allergenes ®)

CD et FT-IR détergents ou solvants

. o D et FT-IR i
fait MAIS contradictoire cbe IPOSOmMes

fait MAIS bicouche

Lietal, 1993 ; Li et al., 2002

Lietal.,, 1993 ; Li et al., 2002 ; Gohon et al., 2010
Vargo et al., 2012 ; Vindigni et al., 2013
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3- Le corps lipidique isolé pour I’analyse structurale

Questions de recherche : comprendre la structure du corps lipidique et des protéines associées
* Améliorer les procédés d’extraction d’huile
» Connaissance de la structure des oléosines (émulsifiants © /allergenes ®)

CD et FT-IR détergents ou solvants

. o D et FT-IR i
fait MAIS contradictoire cbe IPOSOmMes

fait MAIS bicouche

Lietal, 1993 ; Li et al., 2002

Lietal.,, 1993 ; Li et al., 2002 ; Gohon et al., 2010
Vargo et al., 2012 ; Vindigni et al., 2013

Milieu natif =
Corps Lipidique

011
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3- Le corps lipidique isolé pour I’analyse structurale

Questions de recherche : comprendre la structure du corps lipidique et des protéines associées
* Améliorer les procédés d’extraction d’huile

» Connaissance de la structure des oléosines (émulsifiants © /allergenes ®)

CD et FT-IR détergents ou solvants
fait MAIS contradictoire

CD et FT-IR liposomes
fait MAIS bicouche

Lietal, 1993 ; Li et al., 2002

Lietal.,, 1993 ; Li et al., 2002 ; Gohon et al., 2010
Vargo et al., 2012 ; Vindigni et al., 2013

CL artificiels (AOB)

CL plantes — : * Taille 1um Li et al., 2002
* Taille 1um =turbide &« Milieu natif = ~> | -+ Protéines mal/non repliées Vindigni et al., 2013
* Nombreuses protéines Corps Lipidique

BILAN = CD impossible

BILAN = CD impossible

DYSCOL, obtention de spectres
these J.D. Vindigni

.012
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3- Le corps lipidique isolé pour I’analyse structurale

Questions de recherche : comprendre la structure du corps lipidique et des protéines associées
* Améliorer les procédés d’extraction d’huile

» Connaissance de la structure des oléosines (émulsifiants © /allergenes ®)

CD et FT-IR détergents ou solvants
fait MAIS contradictoire

CD et FT-IR liposomes
fait MAIS bicouche

Lietal, 1993 ; Li et al., 2002

Lietal.,, 1993 ; Li et al., 2002 ; Gohon et al., 2010
Vargo et al., 2012 ; Vindigni et al., 2013

CL artificiels (AOB)
CL plantes — ) * Taille 1pm Li etal., 2002
* Taille 1um =turbide & Milieu natif = ~> | + Protéines mal/non repliées Vindigni et al., 2013
« Nombreuses protéines Corps Lipidique
BILAN = CD impossible
BILAN = CD impossible Jf

DYSCOL, obtention de spectres
these J.D. Vindigni

CL végétalisés avec oléosine S3 (levure)
+ Taille 200 a 250 nm (OK pour CD)
+ Adressage biologique des oléosines

.013
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3- Le corps lipidique isolé pour I’analyse structurale

corps lipidiques
+ S3-GFP
PURIFICATION DES CORPS LIPIDIQUES
b d:tpmlrllll
2 cellulaire P , .
H £ b Difficultés rencontrées
g - oM
levures 0,135 M i ,
3 'h. cotin Choix de la méthode de cassage -
"““"""""' "’"’“""""' Billes de verres/Sphéroplastes+Dounce/One Shot S -
o 3
ULTRAC%T(%;%GATION Choix du tampon L 3 =
. . . . . S =2
HEPES KCI puis dialyse Tris NaF / Tris NaF direct o _
fraction g 8
e ... flottante
corps lipidiques purifiés . . >
DIALYSE + ‘ Nombre de pur_lflcatlons _ o
CONCENTRATION 1 gradient/2 gradients successifs —
corps lipidiques purifiés E
O
s &
o 3
ANALYSE DES CORPS LIPIDIQUES . z . -~ 0O
Concentration des échantillons 0 =
microscopie diffusion dynamique « (@]
visible + epifluorescence de la lumiére S 3
D
e e i et 9
12 U
10 &

o avant dialyse
+ concentration

—o
PO

o aprés dialyse
ncentration

intensitée (%)

e R 014

01 1 10 100 1000 10000
diamétre (nm)
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3- Le corps lipidique isolé pour I’analyse structurale

S UV’L E | L Collaborations
A. Giuliani, F. Wien

SYNCHROTRON
6
SRCD A SOLEIL o0 S3/Foscholine
4
3 = [1S3/CL levure
montage des échantillons £
—E‘ 2 ' S3GFPICL levure
< 0
; 2
porte échantillon et cellules quartz
X 4 o
chambre et tiroir N 74 . é 170 190 210 230 250
f A(nm)
7 ) - ‘ ' 50
g m S3 Foscholine 12
‘s 40 mS3 CL levure
2 3 GFP CL levure
§ 30
"
H
S 20
5
10
P
0
Alpha Beta Coudes  Non replié ou
non assigné

J.D. Vindigni, F. Wien, A. Giuliani, Z. Erpapazoglou, R. Tache, F. Jagic, T. Chardot, Y. Gohon, M. Froissard,
Fold of an oleosin targeted to cellular oil bodies, Biochim Biophys Acta, 1828 (2013) 1881-1888.
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3- Le corps lipidique isolé pour I’analyse structurale
My
SOLEIL comerors s oman e s

'SYNCHROTRON

Spectroscopie
Infra Rouge
(sFT-IR)

Dichroisme circulaire (SRCD)
Imagerie UV lointain

SOLEIL Proposal 20110107 (M. Froissard et Y. Gohon) Levures
ANS CEPIA 2010-2011 (M. Froissard et Y. Gohon)

SOLEIL Proposal 20110107 (M. Froissard et Y. Gohon)
ANS CEPIA 2010-2011 (M. Froissard et Y. Gohon)

\ Empreinte X
ETROLOGY + protéomique
structurale

SOLEIL Proposal (T. Chardot)
ANS CEPIA OSOLEILMIOX 2012-2013 (T. Chardot)
ANR SKIMSEEDS lettre d’intention déposée (T. Chardot)

Diffusion des rayons X
aux petits angles
(SAXS)

Proposal SOLEIL déposé (Y. Gohon)
ANS CEPIA SALTO demandée (Y. Gohon)

Plantes

.016
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