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Résumé - Afin de déterminer le role des heat shock proteins (HSP) dans certains des processus
originaux propres aux streptomycetes (production d'antibiotiques, différenciation, sporulation), nous
avons étudié la réponse & un choc thermique chez ceux-ci. Chez tous les streptomycétes étudiés 2
génes de type QroEL ont été mis en évidence. D'autre part nous avons montré que S protéines de
type GroEL HSP18, HSP56 et HSP58 sont codées par ces 2 génes chez S albus. Le produit du
géne QroEL 1est a SO°C une protéine de 58 kDa (HSP58), mais & haute température, une partie des
messagers est traduite en une protéine écourtée de 18 kDa (HSP18). HSP18 est également modi-
fiée par l'adjonction d'un groupement chimique original. La modification post-traductionnelle  semble
étre un phénomeéne général des protéines GroEL. L'étude immunologique suggere en effet quil y a
une grande variation dans le caractéere immunitaire des 3 protéines et que certains des épitopes re-
connus sont dus a des modifications post-traductionnelles,  thermo-dépendantes.

choc thermique lchaperon 1GroEL J1modification  post-traductionnelle 1Streptomyces albus

Summary - Survey of the heat-shock response in Streptomyces. Characterization of chapero-
nins and detection of temperature dependent post-translational modification. Exposure of liv-
ing cells to heat shock results in dramatic changes in their pattern of protein synthesis. Some of the
proteins induced are strongly conserved in the course of evolution this is the case for the molecular
.chaperon GroEL. In spite of the critical and diverse functions of the GroEL protein only one groEL
gene has been reported in the numerous eubacteria that have been studied. However at least 2
groEL-like genes were present in ail the Streptomyces  species we tested. In Streptomyces albus
the 2 groEL like genes groEL 1 and groEL2 encode 3 proteins HSP56, HSP58 and an unusual
HSP18. HSP58 and HSP18 which correspond to the N-terminal part of HSP58 are encoded by
groEL 1. Biochemical and immunological studies of HSP18 indicate a posttranslational modification
of HSP18. Furthermore temperature-dependent posttranslational modification of GroEL and "GroEL
like" proteins could be a common feature in bacteria; some of those modifications could be detected
with monoclonal antibodies.

heat shock / chaperonin / GroEL / post translational modification /Streptomyces albus
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INTRODUCTION

Il peut paraitre étonnant de trouver dans
Le Lait un article traitant des streptomy-
cetes;  toutefois plusieurs arguments
peuvent le justifier; certes, les Strepto-
myces ne sont pas des bactéries lacti-
gues mais des eubactéries Gram posi-
tives de l'ordre des actinomycétes. lls
sont phylogénétiquement assez proches
des Propionibacterium dont on connait le
role prépondérant dans I'élaboration des
fromages a pates pressées cuites.
L'étude génétique de ces dernieres bacté-
ries ne fait que commencer et peut profi-

ter des résultats acquis chez dautres
actinomycetes. Cela est particulierement
vrai dans le domaine de la réponse au

choc thermique, ou l'étude des actinomy-
cetes fait apparaitre une situation profon-
dément différente de celle établie chez
Escherichia coli.

L'étude de la réponse au choc thermi-
gue et la caractérisation des protéines as-
sociées nous semblent particulierement
pertinentes pour lindustrie fromagéere ou
les problémes de culture mésophile sont
quotidiens.  En outre, les protéines de
choc thermique de type chaperon ont des
rbles universels. Rappelons que la pro-
téine GroEL est impliquée dans la syn-
thése de la téte et de la queue de cer-
tains phages, et que la premiére mutation
dans le géne QroEL a historiquement été
caractérisée chez E coli comme conférant
la résistance au phage 1. Nous n'épilo-
guerons pas sur limportance de la résis-
tance phagique et ses implications dans
lindustrie laitiere.

METHODES

Ces derniéres années une nouvelle classe de
protéines essentielles a la vie de la cellule a été

mise en évidence : «les protéines chaperons»
(Ellis, 1987; Hemmingsen et al, 1988). Ces
«chaperonines.., dont les paradigmes sont les
protéines DnaK et GroEL de E coli (voir Und-
quist et Craig, 1988, pour une revue) sont impli-
guées dans divers processus fondamentaux im-
pliguant des interactions protéine-protéine.
Citons notamment la formation de complexes
protéiques multimériques (Flynn et al, 1989),
certaines translocations a travers des mem-
branes (Deshaies et al, 1988; Kumamoto,
1991), le repliement (Laminet et al, 1990) et la
renaturation de certaines protéines (Van Dyk et
al, 1989). Plusieurs utilisations en biotechnolo-
gie de ces chaperons ont d'ores et déja été dé-
veloppées. Citons chez les streptomycetes la ré-
cente utilisation de la protéine GroEL de E coli
pour la renaturation de polypeptides isolés par
électrophorése préparative sur gel de polyacry-
lamide dénaturant (Brown et al, 1992).

Un stress cellulaire comme une élévation
brutale de la température (heat shock) suffit
pour induire la synthése de telles protéines, qui
sont généralement synthétisées a un niveau mo-
déré durant la croissance normale.

Les streptomyceétes possédent un cycle de
différenciation morphologique complexe et pro-
duisent de trés nombreux antibiotiques, d'ou
leur grand intérét industriel. Afin de déterminer
I'implication éventuelle des heat shock proteins
(HSP) dans certains des processus originaux
propres aux streptomycétes (production d'anti-
biotiques, différenciation, sporulation), nous
avons étudié la réponse a un choc thermique
chez ceux-ci.

Lorsque nous avons commencé cette étude,
la nature et la régulation de la réponse au choc
thermique chez les streptomycétes étaient in-
connues. Toutefois chez les mycobactéries,
autres actinomycetes, des protéines de choc
thermique avaient été caractérisées. Ces der-
nieres ont suscité un intérét considérable et de
nombreuses spéculations depuis qu'il a été dé-
montré qu'elles constituaient les antigénes do-
minants lors de linfection ou de la vaccination
(Shinnick, 1987 pour une revue, voir Young et
al, 1988). Dans cet article, nous montrons que
les streptomycetes présentent 3 protéines de
type GroEL sujettes a des modifications post-
traductionnelles originales, et quil y a une
grande variation dans le caractéere immunitaire
de ces protéines.
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RESULTATS

Réponse des streptomycétes a un choc
thermique: détection de 2 génes groEL

La réponse a un choc thermique (passage
rapide d'une culture de 30 a 37°C) a été
étudiée avec 15 souches de streptomy-
cetes. Quatre d'entre elles (Streptomyces

a/bus, S /ividans, Spervulus, S viridochro-

mogenes) ont été sélectionnées pour des
études plus approfondies: gels a une ou 2
dimensions aprés marquage des protéines
totales par la méthionine [35S) avant et
apres un choc thermique.

Dans toutes ces souches, 4 HSP ma-
jeures ont été observées; 3 correspondent
aux HSP majeures de procaryotes Lon,
DnaK et GroEL, la quatrieme est une pro-
téine plus petite (16 a 20 kDa selon les es-
peces).

La taille et la régulation de la synthese
de cette protéine étaient originales. Nous
avons choisi de I'étudier chez S a/bus, ou
son niveau de synthése est considérable
(fig 1).

Chez S a/bus, cette petite protéine de
18 kDa, absente a 30°C, est fortement
synthétisée aprés un choc thermique. De
plus, sa synthése reste a un niveau appré-
ciable lorsque l'organisme pousse en conti-
nu a haute température : cette synthése
constitutive suggérait que le promoteur
n'était pas sous la dépendance d'un fac-
teur de transcription fugace, tel qu'un fac-
teur sigma comparable au facteur 632 qui
contrdle la transcription des génes du ré-
gulon heat-shock chez E coli (Grossrnan et
al, 1984, 1987).

HSP18 a été purifiée et partiellement
séquencée par dégradation de Edman. La
comparaison des séquences obtenues
avec les banques de données a mis claire-
ment en évidence une forte homologie de
HSP18 avec I'extrémité NH2-terminale des

protéines chaperons de type GroEL. Grace
aux données acquises, des oligonucléo-
tides synthétiques ainsi que la partie 5' du
géene de la protéine de 65 kDa de Myco-
bacterium /eprae ont été utilisés comme
sondes dans des hybridations avec I'ADN
génomique de S a/bus. Deux genes groEL
like ont été mis en évidence (Guglielmi et
al, 1991). Nous avons convenu d'appeler
ces genes groEL 1et groEI2.

Fig 1. Réponse de S a/bus a un choc thermi-
gue. Des marquages a la [355) méthionine ont
été effectués pendant 30 min sur une culture a
30 oC (ligne 1) ou immédiatement aprés pas-
sage de la culture de 30 a 37 oC (ligne 2). Les
extraits bruts réalisés ont été analysés par élec-
trophorése sur gel de SOS polyacrylamide. Les
protéines ont été révélées par coloration au bleu
de Coomassie (A) ou par autoradiographie (8).
Les tirets correspondent a une gamme de mar-
queurs de 94, 67, 43, 30, 20,1 et 14,4 kDa. Les
fleches signalent de haut en bas les protéines
Lon, DnaK, groEL et HSP18.
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La présence dune famille de tels
génes, n'avait jamais été décrite chez les
procaryotes et semblait jusqu'alors étre
une exclusivité des eucaryotes. Nous
avons montré par hybridation que la pré-
sence de 2 génes groEL-like était un phé-
nomene commun a tous les Streptomyces
étudiés (15 sur 15).

Chez S albus, les 2 genes groEL 1 et
groEL2 qui, sur le chromosome, sont treés
éloignés I'un de l'autre, ont été clonés par
l'intermédiaire de cosmides, et séquencés
(Mazodier et al, 1991). Seul le gene
groEL 1 est précédé d'un gene homologue
au gene heat shock groES, situation com-
parable a celle observée chez E caoli.

Les séquences nucléotidiques des 2
génes groEL présentent 70% d'identité. Le
produit du géne groEL2 contient a son ex-
trémité C terminale le motif Gly Gly Met.
Ce motif est présent a cette position dans
toutes les séquences des protéines GroEL
like publiées a ce jour a I'exception de la
rubisco binding protein de chloroplaste.

Le produit du géne groEL 1en revanche
ne présente pas ce motif, mais possede
une extrémité COOH tout a fait originale et
remarquable par sa richesse en histidine:
Gly His Gly His Gly His Ser His Stop qui
pourrait représenter un signal non encore
déterminé. (Rappelons qu'une série d'histi-
dines permet la fixation d'un métal comme
le nickel).

Trois protéines GroEL-like sont codées
par 2 génes groEL-like chez S albus

Nous avons montré par purification des
protéines et détermination des séquences
NH, terminales que les 2 génes groEL
sont transcrits et traduits (Guglielmi et al,
1991).

Le produit du géne groEL 1a 30°C est
une protéine HSP58 dont la taille 58 kDa
et la séquence correspondent en premiere

analyse a celles prédites a partir de la sé-
guence nucléotidique (56681 Da). A haute
température, une partie des messagers de
I'opéron groES-groEL 1 est traduite en une
protéine écourtée de 18 kDa (HSP18). La
présence de boucles putatives dans la ré-
gion du gene groELl, proche du lieu de
terminaison de HSP18, pourrait suggérer
un changement de phase de lecture du ri-
bosome au cours de la traduction entrai-
nant une terminaison prématurée. De plus,
HSP18 semble fortement modifiée par un
composé contenant du soufre par un pro-
cessus original. En effet HSP18 est consi-
dérablement plus marquée par la [35S]mé-
thionine que par la [14C] alanine (6,9% du
marquage totale des protéines contre
3,8%) alors que la séquence prédite pour
HSP18 contient peu de méthionines et
beaucoup d'alanines.

Par ailleurs, aprés marquage par la
[35S] méthionine, puis purification et cou-
pure de HSP18 au bromure de cyanogéne,
il reste 2 peptides marqués alors que le
soufre des méthionines impliquées dans la
chaine peptidique est éliminé sous forme
de méthylthiocyanate. Une partie du soufre
[35S]présent dans la protéine HSP18 mar-
guée ne se trouve donc pas dans les mé-
thionines impliquées dans les liaisons pep-
tidiques.

Le produit du géne groEL2 est une pro-
téine de 56 kDa (HSP56) qui correspond a
la taille.que I'on peut prédire a partir de la
séquence nucléotidique (56 682 Da). Ces
résultats sont résumés sur la figure 2.

Détection de modifications thermo-
inductibles dans les protéines GroEL

L'analyse en gel a 2 dimensions, des ex-
traits bruts protéiques de S albus réalisés
a partir d'une culture & 30°C, montre plu-
sieurs taches adjacentes pouvant corres-
pondre a diverses modifications des pro-
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téines HSP56 et HSP58 (fig 3). Dans les
extraits faits aprés choc thermique, on obs-
erve l'apparition d'au moins 2 nouvelles
taches correspondant a des protéines'
d'environ 56 kDaavec des points isoélec-

triques plus acides (Guglielmi et al, 1991).

Il est tentant d'interpréter ce résultat
dans le contexte de l'observation de Sher-
man et Goldberg (1992). Ces auteurs ont
récemment montré chez E coli qu'une frac-
tion des protéines GroEL était phosphory-
Iée en condition de choc thermique.

Les- nombreuses taches observées
aprés électrophorése en 2 dimensions
peuvent étre interprétées comme des
formes modifiées des protéines HSP56 et
HSP58.

Afin de déterminer la nature des diffé-
rentes taches, une étude immunologique
avec des anticorps anti GroEL a été entre-
prise.

Les préparations d'anticorps polyclo-
naux de lapin anti GroEL de E coli que
nous avons utilisées, reconnaissent en
Western Blot le produit de groEL2
(HSP56) mais ne reconnaissent ni HSP18,
ni HSP58, bien que les 2 protéines HSP56
et HSP58 présentent le méme pourcen-
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GroES HSP18 HSP58
— 1
—_— - - - —
- QroEL] -
HSPS6~
= groEL2
Fig 2. Représentation schématique des genes

groE de S a/bus et de. leurs produits.

tage d'identité avec la protéine GroEL de E
coli (54%).

Ce fait n'est peut-étre pas sans précé-
dent. En effet depuis que nous avons re-
porté pour la premiére fois chez un proca-
ryote la présence de 2 génes groEL-like,
cette méme observation a été refaite dans
le genre Mycobacterium (Rinke de Wit et
al, 1992 et communication personnelle des
Drs Coates et Kong). Ces auteurs ont en
effet détecté et cloné un second géne
groEL-like respectivement chez Mycobac-
terium leprae et M tuberculosis. Ceci est

Fig 3. Analyse en gel a 2 dimensions de la réponse au choc thermique chez S a/bus. Les cultures ont

été marquées pendant 20 min avec de la (355) méthionine a 30 0C (A) ou immédiatement
sage a 42 oC (8). Les céones indiquent les protéines de choc thermique,

les produits possibles des genes groEL.

apres pas-
les petites fleches indiquent
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trés surprenant car "l'antigene de 65 kDa"
(produit de groEL chez Mycobacterium)
est certainement l'un des antigénes les
plus étudiés... L'antigéne de 65 kDa.. est
en effet habituellement I'antigéne immuno-
dominant dans les 2 pathogénicités.
D'autre part plus de 3 milliards de per-
sonnes ont été vaccinés contre la tubercu-
lose avec le BCG et le produit de groEL
est également majoritairement reconnu
aprés ces immunisations, tant au niveau
sérologique que par sa capacité a stimuler
les lymphocytes T. Des banques d'anti-
corps monoclonaux reconnaissant divers
épitopes de l'antigéne de 65 kDa ont été
établies au cours de programmes OMS vi-
sant a caractériser les antigénes majeurs
de M tuberculosis, du BCG et de M /eprae.
Si la situation chez Mycobacterium  est
celle que nous avons décrite chez les
streptomycetes, c'est-a-dire que les deux
génes groEL-like sont exprimés, nous
nous retrouverions, chez Mycobacterium

aussi, avec le paradoxe de l'absence de
détection immunologique de l'une des 2
protéines GroEL.

Par ailleurs, un lapin a été immunisé
avec de la protéine HSP18 purifiée. Les
anticorps obtenus reconnaissent en Wes-
tern Blot la protéine HSP18 mais non la
protéine HSP58 (fig 4).

Ces résultats sont également para-
doxaux, puisque HSP18 correspond a la
partie NH2 terminale de HSP58. Plusieurs
explications sont possibles:

Les épitopes accessibles sur HSP18
pourraient étre masqués sur HSP58 dans
les conditions expérimentales, mais cela
est peu vraisemblable, les protéines étant
dénaturées et déroulées lors de la migra-
tion en SOS-PAGE; ou bien les détermi-
nants communs a HSP18 et HSP58 sont
faiblement immunogénes par rapport aux
épitopes spécifiques de HSP18 : nouvelle
séquence peptidique dans la région C ter-
minale due a un changement du cadre de

lecture (frame shift) ou groupement modifi-
cateur ajouté post-traductionnellement.

D'autres résultats suggerent également
que des groupements ajoutés post-
traductionnellement sur GroEL peuvent en-
trainer la création d'épitopes majeurs. La
figure 5 montre que l'anticorps monoclonal
..Y1.2.. dirigé contre la protéine GroEL de
M /eprae reconnait chez S a/bus une pro-
téine (HSP57 ?) dont le profil de migration

1 2 3 1 2 3

Fig 4. Utilisatiordes anticorpspolyclonawanti-

HSP18.Des extraitsbruts ont été faits apres:

culturede S albus a 30 -C (lignel);18h decul-

turea 37 ocC (ligne2); 40 minapréspassagede

la culturede 30 a 37 oc (lignes). Les extraits
ontété soumisa une séparatiorpar SDS-PAGE
(12,5% acrylamidejransférésa une membrane
d'immobilonLa détectiona été faite avec des

anticorpspolyclonauxe lapinanti-HSP18puri-
fiés par affinitéavecde 'HSP18).La révélation
est faite avec des anti-immunoglobulinesie

lapincoupléesa de la phosphatase.
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sur gel est intermédiaire entre ceux des
protéines HSP56 et HSP58. Cette forme
de la protéine est peu abondante a 30°C,
elle est davantage présente aprés choc
thermique et s'accumule lors d'une culture
a haute température (37°C).

Les anticorps monoclonaux c¥1.2» re-
connaissent-ils chez S albus une éven-
tuelle forme phosphorylée d'HSP56 ? Un

1 2 3 1 2 3

Fig 5. Détection d'une forme modifiée de GroEL
chez S albus aprés élévation de la température.
Les extraits bruts ont été faits, traités et dispo-
sés de la méme fagon que sur la figure 4. La dé

tection a été faite avec la préparation d'anticorps
monoclonaux "H10S.10" (G Damiani, D Young,
MRC Londres). Ceux-ci reconnaissent le méme

épitope situé dans la partie NH2 terminale de la
protéine GroEL (65 kDa antigéne) de M /epra,e
que les anticorps monoclonaux "Y1.2". La révé-
lation est faite avec des anti-immunoglobulines
de souris couplées a la phosphatase.

traitement par de la phosphatase pourrait
permettre de vérifier ce point.

Cependant cela semble a priori exclu; la
figure 6 montre I'épitope reconnu par les
anticorps monoclonaux c¥1.2» dans la
protéine GroEL de M leprae (Anderson et
al, 1988) et les régions correspondantes
dans les protéines HSP56 et HSP58 de
S albus. Les séquences de ces régions de
GroEL chez S albus ne présentent ni sé-
rine, ni thréonine, ni tyrosine pouvant ser-
vir de site de phosphorylation.

Par ailleurs, les résultats obtenus par
Anderson et al lors de la caractérisation
des épitopes de GroEL chez M leprae peu-
vent étre interprétés comme une indication
que les anticorps c¥1.2» reconnaissent
une modification de la protéine. Ces au-
teurs ont en effet montré que l'inhibition de
la reconnaissance anticorps c¥1.2»/
protéine GroEL dans un test ELISA par
des peptides synthétiques se faisait avec
une faible efficacité.

Cet ensemble de résultats suggere donc
gue les anticorps monoclonaux ccY1.2»
pourraient reconnaitre un site de GroEL
dont la modification est therrno-
dépendante.

DISCUSSION

La détection et le clonage de 2 génes de
type groEL ainsi que la caractérisation de
leurs 3 produits posent de nombreux pro-
blémes théoriques quant aux réles et aux
modes de formation de ces produits. Ces
résultats laissent aussi entrevoir certaines

M. leprat
S Ib.. GroEL2 KIIAFPEEARRGLERGMNQLAIIAYK (21/25)

S. alblLf ~ GroELI

Fig 6. Epitope reconnu par les anticorps
clonaux Y1.2.

mono-
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applications.  Ainsi le clonage de ces
génes fortement exprimés a rendu dispo-
nibles leurs promoteurs. Ceux-ci ont été
utilisés avec succés pour l'expression de
protéines hétérologues dans divers actino-
mycetes. L'expression d'une protéine vi-
rale sous controle de l'un de ces promo-
teurs chez un M bovis BCG recombinant a
permis d'induire une réponse immunitaire
humorale et cellulaire contre cet antigéne,
une premiére étape dans l'obtention d'une
souche vaccinale (Winter et al, 1991). La
disponibilitt des génes groE a permis
d'effectuer des expériences de mutage-
nése dirigée in vivo par interruption de
génes (Servant et al, 1993).

Par ailleurs, la notion selon laquelle cer-
tains des épitopes présents sur plusieurs
protéines GroEL, peuvent étre dus a des
modifications post-traductionnelles ther-
mo-dépendantes va conduire a une recon-
sidération de certains des résultats établis
en  épidémiologie immuno-moléculaire
dans les pathologies dues a M tuberculo-
sis et M leprae.

De nombreuses questions posées par
le paradoxe posé par 2 génes codant pour

3 protéines restent sans réponse: quel est
le mécanisme conduisant a HSP18 et
quelle est la modification post-
traductionnelle présente  sur HSP18 ?

Pour répondre a ces questions nous
avons entrepris la purification d'une quanti-
té importante d'HSP18 afin d'en détermi-
ner la composition chimique et la sé-
guence C terminale.

Quelles sont les modifications  post-
traductionnelles  éventuellement  présentes
sur HSP56 ou HSP58 ? Celles-ci ont-elles
une fonction dans le r6le de ces protéines?

Quel est le role de la protéine HSP18 ?
L'étude biochimique de la protéine purifiée
pourra nous donner des éléments de ré-
ponse.

connaitre
GroEL

nous aimerions
native des protéines

Finalement,
la structure

chez S albus. Chez E coli, GroEL est une
protéine oligomérique (14 mers) constituée
de 2 anneaux (7 mers) empilés. Quelle est
la situation chez S albus ? Y a-t-il pré-
sence de 2 homo-oligomeres  (HSP56) et
(HSP58) ou d'hétéro-oligomeres  (HSP56/
HSP58), sous quelle forme se trouve
HSP18 ?
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