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Les protéines de choc thermique chez Lactococcus
lactis: synthese et régulation; thermotolérance

P Boutibonnes

Laboratoire de microbiologie de I'environnement,
IRBA, Université de Caen, 14032 Caen cedex, France

Résumé - On retrouve chez Lactococcus lactis les deux composantes habituelles de la réponse au
choc thermique: la synthése d'un petit nombre de protéines spécifigues dites hsps (pour «heet shock
proteins») et I'élévation phénotypique de la résistance naturelle a la chaleur dite thermotolérance. Le
passage brutal de 30 a 40 "C s'accompagne de lI'amplification de la synthése de 13 a 16 protéines parmi
lesquelles sont reconnues par immunodétection sept protéines homologues des hsps d'Escherichia coli
(ClpB, DnaJ, Dnak, GroEL,GrpE, Lon) et de Bacillus subtilis (J'I3). Six des génes codant pour ces
polypeptides-clés, surexprimés apres ['élévation thermique, ont été clonés et séquencés ;trois d'entre
eux ont été localisés sur le chromosome; ils montrent d'assez faibles différences avec leurs modeéles
bactériens déja identifiés. La régulation de leur expression semble assez proche de celle des genes
thermorégulés de B subtilis. La thermotolérance s'exprime dans des conditions voisines; elle est
maximale a 42 "C lorsque la température d'épreuve est de 52 "C. Toutefois les deux phénoménes ne
sont pas induits par les mémes agents “stressants» thermomimétiques. Comme chez les autres orga-
nismes ou cellules (eucaryotes et procaryotes), il est difficile de lier par un strict principe de causalité
I'apparition de ce petit jeu de protéines a l'exhaussement de la résistance a la chaleur, déclenchés tous
deux par des températures infra-létales.

Lactococeus laetis 1lprotéine de choc thermique 1thermotolérance

Summary - Heat-shock proteins in Laetoeoeeus laetis, synthesis and regulation; thermotol-
erance. Like in other organisms studied today, the heat shock response in Lactococcus lactis is char-
acterized by the synthesis of @ set of specifie proteins, the so-called heat shock pro teins or hsps and
by the elevation of natural thermie resistance. When L lactis cells are heat-shocked from 30°C to 40°C
they induce 13 to 16 hsps. Among these, seven are characterized and were found to be immunolog-
ically related to the Escherichia coli ClpB, OnaJ, OnaK, GroEL, GrpE, Lon and to the Bacillus subtilis
major sigma factor (043). Six of these hs genes were cloned and sequenced and show a high degree
of homology with other bacterial hs genes. Three of them were located on the genetic map of the
chromosome. Thermotolerance was expressed in the same conditions. Yet, this phenomenon was
maximal at 42°C when the challenge lethal temperature was 52°C. Like in other organisms or eukary-
otic and prokaryotic cells it is difficult to correlate, in L lactis, the elevation of transient induced to/erance
to the amplification of one or some hsp(s) triggered by intermediate non- lethal temperatures.

Lactococcus  lactis / heat shoek protein / thermotoleranee
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INTRODUCTION

I1Y a une trentaine d'années, Ritossa (1962)
rapportait, dans une courte note, un étrange
phénoméne qu'il avait observé dans un éle-
vage de drosophiles, soustrait a son envi-
ronnement thermique habituel (25 OC): «Si
les larves écrivait-il, sont soumises a un
choc thermique a 30 "C pendant 30 minutes
environ, il s'ensuit un brutal changement du
profil des «putts» ou boursouflures des chro-
mosomes». Ces «gonflements» qui inté-
ressent toujours les mémes régions des
chromosomes polyténes des glandes sali-
vaires des diptéres traduisent une intense
activité transcriptionnelle : «Les puffs sont
des génes actifs» ajoutait Ritossa. L'appa-
rition de ces hernies, ou nodules, est sui-
vie, quelques minutes aprés par la synthése
de protéines inhabituelles (Tissiéres et al,
1974), qui furent appelées hsps (heat shock
proteins). Cette premiére observation ouvrit
des perspectives fertiles; le méme phéno-
meéene, marqué par un bouleversement du
spectre protéique, consécutif a une aug-
mentation de température, fut reconnu chez
de trés nombreuses espéces animales ou
végétales avant d'étre identifié chez Esche-
richia coli (Lemaux et al, 1978 ; Yamamori et
al, 1978). La réponse a ce «choc» ther-
mique, comme toutes celles déclenchées

par d'autres stress physico-chimiques, per-
met aux organismes de mettre en place des
dispositifs physiologiques temporaires qui
assurent un ajustement des voies métabo-
liques aux nouvelles contraintes ou
menaces de l'environnement. Ces réponses
sont bénéfigues en ceci qu'elles conferent
aux organismes la capacité de survivre, du
moins transitoirement, a des conditions ou
épreuves létales, homologues ou proches
de celles qui en ont commandé le déclen-
chement. On nommera tolérance cette amé-
lioration phénotypique de la survie et, plus
précisément thermotolérance, I'exhausse-

ment de la résistance  «naturelle» de
l'organisme 4 la chaleur. Les deux phéno-

menes, synthése d'hsps d'une part, thermo-
tolérance d'autre part, coexistent. Sont-ils
pour autant liés par un principe de causalité
(Boutibonnes et al, 1992) : la question est
toujours irrésolue ...

Quelle que soit I'assise biochimique de la
tolérance, la réponse bipartite a médiation
biochimique et physiologique est univer-
selle: présente chez tous les étres vivants,
chez toutes les cellules en culture, qu'elles
soient embryonnaires, adultes ou néopla-
siques, elle se déroule selon les mémes
modalités qui font intervenir successive-
ment: un «stresseur» ou stimulateur, la
chaleur bien s0r, mais aussi tout autre agent
dit thermomimétique  qui, comme I'alcool,
produit un déclenchement analogue; un
capteur ou «senseur» qui est une cible cel-
lulaire sensible et qui dans le cas présent
est une (ou des) protéine (s) ; un signal de
nature inconnue, sinon a considérer que la
protéine altérée assure elle-méme cette
fonction; un effecteur responsable de la
bascule transcriptionnelle  qui conduit a la
«différenciation métaboliqgue» ; des modu-
lateurs ou régulateurs négatifs qui tempérent
'amplitude de la réponse.

Universelle, la réponse est transitoire:
elle est manifeste quelques minutes aprés le
choc mais elle est de courte durée. En géné-
rai 1 ou 2 h aprés le déclenchement du dis-
positif, les organismes ou les cellules retour-
nent a un état de repos qui est une
nécessité, pour obéir a une nouvelle solli-
citation du milieu extérieur.

Universelle et transitoire, la réponse qui
s'est sans doute mise en place précoce-
ment au cours de I'évolution, est conservée
dans tout le monde vivant: on retrouve,
méme si elles portent des noms différents
les mémes protéines présentant, au moins
dans leurs zones fonctionnelles, les mémes
structures, et assurant les mémes fonctions;
aussi en est-il de la hsp 60, de la cpn 60
des cellules eucaryotes et de GroEL d'E coli.
Elles possédent toutes trois la propriété de
veiller au repliememt orthodoxe des pro-
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téines immatures, ou de restaurer la confor-
mation native de leurs structures anormales
irrégulieres ou agrégées, provogquées par
des agents chaotropiques.

Parce qu'elle est universelle et conser-
vée, parce qu'elle est la plus anciennement
connue, parce qu'elle permet aux orga-
nismes de s'affranchir de I'impérieux pouvoir
du réel, la réponse au choc thermique peut-
étre considérée comme l'exemple des stra-
tégies d'adaptation ou d'ajustement (coping)
a l'environnement. Elle représente aussi un
modele simple et efficace de différenciation
programmatique :son recours puis sa mise
en ceuvre révelent, au sein du génome,
I'existence de projets enfouis, occasionnel-
lement réactivés. En cela, elle ne cesse de
nous fasciner ...

Il semble inévitable, lorsqu'on aborde
chez les bactéries la physiologie ou la régu-
lation de la réponse au choc thermique, de
se référer, a ce qui, aujourd'hui, fait figure de
systeme codifié, voire de paradigme: le
modele E coli; non seulement parce qu'il
est accompli (un deuxieme régulon intriqué
au systeme multigénique classique et le
complétant vient d'étre individualisé (Rou-
viere et al, 1995 ; Raina et al, 1995)) mais
aussi a cause de sa «beauté» et, de son
évidente simplicité: ainsi la bascule méta-
boliqgue se noue autour d'un relais de fac-
teurs sigma. Nous y ferons bien siOr réfé-
rence.

Cependant Lactococcus lactis se dis-
tingue de l'archétype bactérien par quatre
traits singuliers: c'est une bactérie Gram
positive, mésophile, microaérophile qui a
emprunté des voies évolutives distinctes de
celle des protéobactéries ; son GC % est
bas, 34 a 38 % (Sandine et al, 1972) contre
48 a 52 % pour E coli (Brenner, 1984) ; son
génome est de petite taille: de 2 a 2,7 MB
(Le Bourgeois et al, 1989 ; Tanskanen et
al, 1990), alors quil est de 4,2 a 45 MB
chez E coli. Enfin sa niche écologique, le
lait, les produits laitiers, est éloignée de celle
des bactéries entériques (Sandine et al,

1972) ; L lactis y est soumis, au cours des
processus de biotransformation auxquels il
participe a de nombreuses sautes ther-
miques. Ces constatations laissent suppo-
ser que la réponse, méme si elle est phylo-
géniqguement conservée est, chez cette
espece, assez divergente du modeéle
conventionnel accepté. Evoquer la réponse
au choc thermique, et plus particulierement
les hsps qui en sont la manifestation la plus
flagrante, c'est décrire: (1) les circonstances
de leur apparition, leurs nombre et quali-
tés; (2) le mode de régulation de leur syn-
thése; (3) leur participation hypothétique

au développement de la thermotolérance.

LES PROTEINES DE CHOC THERMIQUE

Lorsqu'une culture de L lactis, incubée a 30
ou 35 "C est soudainement exposée a une
température plus élevée (40 a 42 OC), le
profil protéique des cellules qui la compose,
analysé par électrophorése  bidimension-

nelle aprés marquage a la (35S) méthionine,
révéle la disparition d'un grand nombre de
protéines, et I'amplification, par un facteur de
2 a 3, de la synthése de 13 (Whitaker et
Batt, 1991) ou 16 (Boutibonnes et al, 1991 ;
Auffray et al, 1992) polypeptides (fig 1). Leur
masse moléculaire (MM) s'étage de 20 a
100 kDa. Par immunodétection, sont iden-
tifiées 5 protéines interagissant avec des
anticorps dirigés contre les hsps majeures d'
E coli: DnaK, DnaJ, GroEL, GrpE (Auffray
et al, 1992), et Lon (résultat non publié) ;
deux autres protéines réagissent avec les
anticorps du facteur sigma majeur (}"43)de
Bacillus subtilis (Auffray et al, 1992), et de la
hsp 104 de Saccharomyces  cerevisiae,

(homologue de la protéase ClpB d'E coll)
(Boutibonnes et al, 1995). Bien gu'elles

soient immunologiqguement  semblables a
leurs homologues bactériens connus, avec
lesquels elles présentent des épitopes com-
muns, elles s'en éloignent quelquefois par
leur masse moléculaire (tableau 1) : c'est le
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Fig 1. Electrophorése bidimensionnelle  en gel

de polyacrylamide d'un extrait cellulaire d'une
culture de Lactococcus lactis IL 1403 a 30 oC (A)
ou 242 "C (B). Les protéines de choc thermique
(hsps) sont désignées par la lettre H et par un
chiffre. Deux d'entre elles, DnaK et GroEL on été
identifiées a l'aide d'anticorps dirigés contre des
hsps d'Escherichia coli.

Bidimensional electrophoresis analysis of a cel-
lular extract of growing cells of Lactococcus lac-
lis IL 1403 at 30°C (A) or at 42°C (B). Heat shock
pro teins (hsps) are designated by the letter H
and by a number. Two of these, DnaK and GroEL
were identified with antisera raised against hsps
of Escherichia coli.

cas de la protéase Lon (55 kOa contre 94 ou
87 chez E COIll), de GrpE (94 kOa alors
guelle est chez E coli classée parmi les
hsps a faible MM) et du facteur (j43 équiva-
lent (ce dernier, estimé a 51-55 kOa, riche
en résidus chargés ne migre pas sur les
gels de polyacrylamide au méme niveau
gue les molécules de référence) (Burton et
al, 1981). Sa masse moléculaire réelle, infé-
rée de la séquence génique, est de 39 kOa
(Gansel et al, 1993 a, b).

Bien qu'elles ne représentent que le tiers
des hsps repérées, les protéines identifiées
appartiennent  a tous les grands groupes
(Georgopoulos et al, 1990 ; Morimoto et al,
1994). Ce sont des protéases endocellu-
laires (ClpB et Lon) ; des composantes de la
machinerie de chaperon nage : chargées
d'assurer le repliement régulier des oligo-
peptides, elles participent par un mécanisme
ATP-dépendant a la désagrégation et a la
restauration des protéines fonctionnelles
endommagées par la chaleur (Onak et
GroEL) (Craig et al, 1993) ; des protéines
d'assistance  des chaperons moléculaires
(partner proteins) (GrpE et Onald). Une autre
protéine occupe dans la régulation de la
réponse au choc thermique une position
clé, c'est le facteur (j39. Chaperons molé-
culaires et protéases endocellulaires appar-
tiennent a des systémes convergents dont
l'activité est strictement coordonnée, au
point d'ailleurs que l'une des protéases du
groupe de hsps 100, Clp X a, chez E coli
une activité de chaperon nage (Wawrzynow
et al, 1995).

Un certain nombre d'agents chimiques,
dits «thermomirnétiques-  (Boutibonnes et
al, 1995), dont I'éthanol (a 2 ou 4 %) est le
représentant le plus exemplaire, peuvent a
température ordinaire, induire la synthese
de ces protéines singulieres chez les pro-
caryotes. Ces inducteurs ou stresseurs peu-

vent étre répartis en quatre groupes
(tableau 1I) :
- les analogues d'acides aminés, telles

l'azétidine analogue de la proline et la cana-
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Tableau 1 Protéines de choc thermique de Lactococcus lactis (L lactis subsp lactis IL 1403 et L lac-
tis NCDO 763) identifiées par immunodétection (Western-Slotting) @ l'aide d'anticorps dirigés contre
des hsps d'Escherichia coli, de Bacillus subtilis et de Saccharomyces cerevisiae.

Heat shock pro teins of Lactococcus lactis Hactis subsp lactis IL 1403 and L lactis NCOO 763) char-
acterized by immunodetection  (Western-Bloffing)  with antisera raised against heat shock pro teins of
Escherichia coli, Sacillus subtilis and Saccharomyces cerevisiae.

Groupe (a) hsps de référence: MM (kOa) (b) MM (kOa) des homologues
origine et nom de L lactis (c)
hsp 100 Ecoli 93 (+79) 94
ClpS (d); S cerevisiae
hsp 104 (d)
hsp 90 Ecoli 94 ou 87 55
Lon (La)
hsp70 Ecoli 69 70
DnaK (e)"
hsp60 Ecoli 63 63
GroEL"
hsp 27 / 28 Ecoli 43 (+94)
DnaJ" 41
GrpE" 22 94
B subtilis 43 51-55 (f)

Sigma majeur”  (cr43d)

(a) D'aprés Morimoto et al, 1994 ; (b) D'apres Georgopoulos et al, 1990; (c) D'aprés Whitaker et Balt, 1991 ;
Auffray et al, 1992; Boutibonnes et al, 1995; (d) ClpB est I'nomologue bactérien de la hsp 104 de
Saccharomyces  cerevisiae (Sanchez et Lindquist, 1990) ; I'anticorps utilisé était dirigé contre la protéine de la
levure; (e) L'astérisque désigne les protéines de L lactis dont le géne a été cloné el séquencé ; (1)En réalité 39,
calculé d'apres la composition en acides aminés déduite de la séquence nucléotidique.

(a) According ta Morimoto et al, 1994; (b) According ta Georgopoulos et al, 1990; (c) According ta Whitaker and
Bett, 1991; Auffray et al, 1992; Boutibonnes et al, 1995; (d) CIpB is the bacterial homolog of Sacharomyces
cerevisiae hspl04; antiserum used was raised against the yeast hspl04 (Sanchez and Lindquist, 1990); (e)
Asterisk indicates pro teins whose gene was cloned and sequenced; (f) Real MW of 39 calculated after aminoacid

composition deduced from nucleotidic sequence.

vanine, proche de l'arginine, qui provoquent, entrainent, par erreur de lecture ou défaut
par défaut de repliement conforme, la for- d'élongation, la production des protéines
mation des protéines irrégulieres; incorrectes ou tronquées;

-la  puromycine, qui interrompt ['édification - les agents chaotropiques, qui affectent le
de la chaine polypeptidique et forme des repliement régulier des protéines ordinaires
protéines incompletes  (peptidyl-puromy- ou occasionnent la formation d'agrégats;

cine) ; certains d'entre eux, la caféine, la couma-
- les antibiotiques, qui agissent sur |'étape rine, l'acétylsalicylate, le chlorure de baryum

traductionnelie de la synthése protéique et sont réputés étre, chez les cellules euca-
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Tableau Il. Effet de la chaleur et de divers agents «thermornirnétiques» sur la néosynthése de protéines
de choc thermique (hsps) et sur le développement de la thermotolérance chez Lactococcus lactis
(L lactis subsp lactis IL 1403 et L lactis NCDO 763).

Effect of heat and some "thermomimetic" agents on the de novo synthesis of heat shock proteins and
on the development of thermotolerance in Lactococcus lactis (L lactis subsp lactis IL 1403 and L lac-
tis NCOO 763).

Agents (a) Amplification  (b) FT(c)
OnalJ GrpE GroEL hsp 104

Température 42 "C +++ ++ +++ +++ [
Alcool [2 ou 4 % (vol/vol)] + + ++ +/- ++ou - (d)
Puromycine ++ ++ 0 ++
Streptomycine + ++ +++ 0

Kanamycine +/- o+ 0

Erythromycine + 0 + 0

Spiramycine + 0 ++ 0
Chloramphénicol 0 0

Azétidine 0 + 0 +
Canavanine 0 + 0 +
Chlorure de cadmium (e) 0 0 + ++ +++
Chlorure mercurique 0 0 +
Azide de sodium 0 0 e+
13-mercapto éthanol 0 0 + ++ ++
Phase stationnaire 4+

(a) Tous les agents chimiques sont testés a trois concentrations correspondant aux CMI (Concentration minimale inhi-
bitrice) 20, 50 et 80 % ; (b) -, pas d'amplification; +, amplification visible; + + +, amplification 2:3 ; 0, recherche omise;

(c) FT, facteur de thermotolérance  (voir texte) est noté: -, sl ;+, de 3 a 10 ; ++, de 10 @ 100 ; +++2: a 100 ;
(d) + + avec L lactis ML3; sans effet sur L lactis 1403. Pour les 2 souches I'acquisition d'une alcoolotolérance [etha-
nol & 20 %, (vol/ivol)] se fait @ un niveau élevé; (e) seuls figurent dans le groupe des composés chimiques les 4 sub-
stances, parmi les 16 testées, responsables d'une réponse positive. Sont sans effet sur le déveioppement de la
thermotoiérance les composés suivants: méthanol, chlorure de baryum, sulfate de cuivre, chlorure de zinc, acétate
de thallium, arsenite de sodium, tellurite de potassium, caféine, coumarine, acétylsalicylate, diméthyl sulfoxide

(DMSO) et bleu de méthyléne.

(a) The chemical agents were tested at 3concentrations corresponding to the IMC (inhibitory minimal concentration)

20, 50 and 80%; (b) -, no amplification; +, obvious amplification; +++, amplification 2:3;0, not determined; (c) FT, tner-
motolerance factor (see text) was noted: -, Si; +, from 3 to 10; ++, from 10 to 100; +++, 2:100; (d) ++ with L lactis ML3;
without ettect with L lactis IL 1403. These Iwo strains showed acquisition of alcohol-tolerance (20% ethanol, (vol/vol))
at high levels; (e) Fourchemicals only, among the 16 tested, gave a positive response. Are without ettect the following
chemicals: methanol, baryum chlotide, copper sulfate, zinc chloride, thallium acetate, sodium arsenite, potassium tel-
lurite, caffeine, coumarin, acetyl salicylate, dimethyl sulfoxide (DMSO) and methylene blue.

ryotes en culture des inducteurs efficaces ture, sont sans effet chez L lactis (tableau II).
d'hsps. A I'exception de la chaleur elle- A rlinverse, la majorité d'entre eux déclen-
méme, et & un moindre degré, de lalcool chent un processus physiologique, indé-
puis de la puromycine et des antibiotiques, pendant de l'amplification de quelques pro-
la plupart des inducteurs froids de la syn- téines privilégiées, qui conduit a l'acquisition

thése des hsps, reconnus dans la littéra- de la thermotolérance. De plus, si l'entrée
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des cellules en phase stationnaire déter-
mine chez E coti la mise en place d'un sys-
teme multigénique complexe, le stimulon
de phase stationnaire, qui intégre quelques
éléments du régulon de choc thermique, ce
qui se traduit par l'amplification de GroEL
et de DnaK, il n'en est rien chez L lactis
alors que, dans cette phase terminale de la
croissance, les niveaux de résistance a de
nombreuses épreuves létales y compris la
chaleur, sont élevées (Hartke et al, 1994).

REGULATION DE LA SYNTHESE DES
PROTEINES DE CHOC THERMIQUE

Par quelle voie, et selon quel mode de régu-
lation s'effectue la synthese des hsps ?

Construire  un modéle pertinent, c'est en
premier lieu identifier les structures
géniques qui en commandent la formation

pour, ensuite, se référer aux schémas bac-
tériens établis: en particulier, a celui d'E
coli élevé au rang de modéle canonique
mais aussi a celui moins élaboré, peut-étre
aussi plus archaique de 8aci/lus subtilis
(Arnosti et al, 1986). Six genes des hsps
majeures de L lactis ont été jusqu'a ce jour

reconnus, clonés puis séquencés. Un sep-
tieme géne thermorégulé, homologue de
ftsH (hf/8) d' E coli vient d'étre identifié

(Nilsson et al, 1994) ; son produit, la pro-
téine transmembranaire  HflB, douée d'une
faible activité ATPasique participerait -
comme DnaK, Dnal, GrpE - a la régula-
tion négative de la réponse subordonnée

a (32 dont il contrdlerait la dégradation et
par 13, le niveau endocellulaire (Herman et
al, 1995 ; Duwat et al, 1995). A cet
ensemble non clos, il faut ajouter le géne
recA, piéce centrale du régulon SOS: son
produit, la protéine Rec A, exercerait un
effet régulateur sur le systtme multigénique
de choc thermique en supervisant le taux
de HfIB (Duwat et al, 1995).

Les caractéristiques essentielles de ces
génes figurent dans les tableaux Il et IV ;

nous résumerons, ci-dessous,
cularités les plus saillantes.

leurs parti-

Les génes sont isolés ou groupés en
petits opérons, qui rappellent ceux d'E coli
(groEL-ES), (Kim et Batt, 1993), de 8sub-
titis (grpE-dnaK) (Barril et al, 1994), ou des
deux espéces (rpoO-dnaE) (8 subtilis) ou
(rpoO - dnaG) (E colt). Cependant, chez L
lactis I'opéron dnaK comprend deux autres
cadres ouverts de lecture (ort) (Eaton et al,
1993), et dnal, habituellement couplé a
dnaKfait défaut (Van Asseldonk et al, 1993).
De la structure opéronique  rpoO-dnaE,
constituant I'opéron MMS (macro molecular
synthesis) est absent, en amont, le géne
rpsU dont le produit est impliqué dans la
traduction (Araya et al, 1993).

L'alignement des séquences en acides
aminés des produits des genes clonés,
déduites des séquences nucléotidiques,
avec celles des protéines homologues de
diverses espéces bactériennes (E coli, 8
subttlis, 8 megaterium, Staphylococcus
aureus), démontre une homologie impor-
tante (tableau 1V). Cependant, chez L lactis
comme chez les autres bactéries Gram-
positives on note la délétion de certaines
parties: ainsi la région V2 du facteur sigma
majeur d'E coli (rpoO) (Eaton et al, 1993)
qui compte chez les bactéries Gram-néga-
tives 250 acides aminés est réduite ici a
quelques résidus (Araya et al, 1993 ; Gansel
et al, 1993b) ; de méme, la protéine Dnak,
est amputée dans sa partie N terminale
d'une séquence de 24 acides aminés ce
qui justifie une masse moléculaire calculée
plus faible que celle de la molécule homo-
logue d'E coli (Eaton et al, 1993).

Les cadres ouverts de lecture ou les opé-
rons de L lactis sont précédés:

- par un promoteur végétatif présentant des
séquences -35 et -10 caractéristiques
(TTGACA et TAAAAT) (Eaton et al, 1993) ;

- par une IR, (répétition inversée) de 9 a
12 pb formant une structure en tige-et-
boucle (stem-loop), identique a celle repérée



Tableau IlI. Principales caractéristiques des génes de choc thermique clonés et séquencés chez diverses souches de Lactococcus lactis.
Major characteristics of cloned and sequenced heat shock genes of sorne strains of Lactococcus lactis.

Genes Souches de Ort Nombre MM Promoteur ~ Promoteur Séquence Séquence de Organisation Homologie Auteurs
L lactis (nombre d'acides calculée de choc végétatif IR Shine Dalgarno en opéron (%)
dent) aminés Da (a) thermique (b) (b) (RBS) (b)
dnad NIZO R5 1173 379 40786 - + + + orf 2 452 Ec
dnaK 37,5 Mt van Asseldonk et al, 1993
57,0 Bs
dnaK MG 1363 602 + orfl-grpE- 57,0 Ec Eaton et al, 1993
LM 0230 1824 (607) 64900 - + - + dnaK-orf4 77,0 Bs
77,4 Bm Barril et al, 1994
66,1 Ca
groEL CC 9 1629 542 nd - + + + 71,2 Bs Kim et Balt, 1993
groES-groEL
groES CC9 285 94 nd - + + + 48,9 Bs
grpE MG 1363 540 179 20600 - + + + orfl-grpE 2,90 Ec
dnaK- orf4 43,3 Bs Eaton et al, 1993
hf/B CH CC 285 2088 696 nd - + + (+T) + prés de htp 47 Ec Nilsson et al, 1994
(ftsH) (d) 36 Sc
rpoO  ATCC 19435 1020 340 38884 - + T + 60,8 Ec Araya et al, 1993
NCO 763 38872 + dnakE-rpoO 64,9 Bs
54,7 Ec
64,1 Bs Gansel et al, 1993a, 1993b
67,6 Sa

(a) nd : non déterminé par les auteurs; (b) voir tableau IV ;(c) Bm: Bacillus megaterium ; Bs : Bacillus subtilis ; Ca : Clostridium acetobutylicum ; Ec : Escherichia coli ;
Mt : Mycobacterium  tuberculosis ; Sc : Saccharomyces cerevisiae ; Sa : Staphylococcus aureus ; (d) T : terminateur

(@) nd: not determined by the authors; (b) see table IV; (c) Bm: Bacillus megaterium; Bs: Bacillus subtilis; Ca: Clostridium acetobutylicum; Ec: Escherichia coli; Mt:
Mycobacterium  tuberculosis; Sc: Saccharomyces cerevisiae; (d) T: terminator.



Tableau V. Séquences nucléotidiques

Remarkable

Geénes (a)

dnad

dnakK
grpE

groES-EL

hf/B

rpoO

(a) Les séquences se rapportent aux genes décrits dans le tableau
(a) Nucleatidic

remarquables

and conserved nucleotidic sequences of the heat shock genes of Lactococcus lactis.

-35

5' TTGCCA

5TTGACA

5TTGCCA

5' ATTAGCA

5TTATGA

sequences are thase ot heat shack genes described

Promoteur végétatif

(17 pb)

(17 pb)

(17 pb)

(12 & 16 pb)

(16 pb)

et conservées chez les génes de choc thermique de Lactococcus lectis.
Séquence inversée répétée (IR)
-10
TAAAAT 3 AATTAGCACTCTT (5 pb) AAGAGTGGTAA
TATAAT3 TTAGCACTC(11  pb)GAGTGCTAA
+ terminateur indépendant de rho
AAAAAAGTACTGA(8Bpb)TCAGTACTTTTTT
TAAAAT 3 GTTAGCACTC (9 pb) GACTGCTAA
TATAA 3 TTTAG (4 pb) CTAAA
+ terminateur indépendant de rho
AAACAGCC (5 pb) GGCTGTTT
TATATT3' terminateur indépendant de rho

AAAACTTACTGA(8pb)TCAGTAAGTTTT

Ill, isolés a partir des mémes souches de t.ectococcus lactis.
in table Ill, abtained from the same strains ot Lactococcus lactis.

Séquence de Shine
Oalgarno (RBS)

AAAGGA

(AA)AGGAG ®

GGAGG o

AG GA ST

GAAG (-6) 9
AGAA (?) (-3)
AAAGG (?) (-5)

CcD
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chez 8 subtilis et chez d'autres bactéries
Gram-positives (Eaton et al, 1993) ;

- par un site de fixation des ribosomes,
(séquence de Shine Dalgarno) complé-
mentaire de I'ARN 16S (AGGAG pour
dnaK) ; chez certains d'entre eux (rpoO)
sont inclus une séquence TGN, présente
dans environ 50 % des génes des bacté-
ries Gram-positives et une autre répétition
inversée faisant office de terminateur poten-
tiel (Araya et al, 1993) ; aucun ne montre
le motif consensuel qui signe l'existence
d'un promoteur reconnu par un facteur
sigma alternatif, comme 032 ou a24 (aE) d'E
coli (Lindquist, 1986) ;

- parmi une soixantaine de marqueurs,
guatre de ces génes sont localisés, (Le
Bourgeois et al, 1992, 1993) (rpoO, dnakK,
dnaJ et grpE) sur la carte génétique de L
lactis 1403 (Le Bourgeois et al, 1993), et
de L lactis subsp cremoris MG 1363 (Le
Bourgeois et al, 1995). Sur la premiére,
dnaJ flanque rpoO ; sur la seconde dnaJ,
rpoO et dnaK divisent le chromosome en
trois parties égales.

Le séquengcage des geénes isolés ou
groupés en opérons et de leurs zones pro-
motrices exclusivement végétatives remet
en question [l'universalité du seul modele
accepté ces derniéres années (Neidhardt
et al, 1984 ; Neidhardt et VanBogelen,
1987 ; Lindquist et Craig, 1988), celui d' E

coli, qui se résume a une commutation

transcriptionnelle. Classiquement, la
réponse a une stimulation  thermique

s'accompagne dans les minutes qui suivent
par le remplacement du facteur sigma
majeur (a’0), dégradé a température non
permissive, par le facteur sigma alternatif
(a3?) (Calendar et al, 1988) stable et méme
activé a haute température et dont la syn-
thése est par ailleurs amplifiée sous I'effet
d'un autre facteur (a24 ou aE) qui reconnait
le promoteur P3 de rpoH et son propre pro-
moteur P2, assurant ainsi son autorégulation
(Bukau, 1993 ; Yura et al, 1993). L'inflexion
de la réponse et le retour & état de repos
est sous la dépendance de 4 hsps, Dnak,
GroEL, GrpE, HfIB ou FtsH (Herman et al,
1995). Le facteur a32 conduit la transcrip-
tion de la vingtaine de génes qu'il reconnait
grace & leur motif hs (heat-shock) et qui
composent ce régulon conventionnel (fig 2).
La majeure partie des protéines dont les
génes sont inclus dans le régulon dépen-
dant de a32 présentent une affinit¢ pour
d'autres protéines cellulaires, cibles de la
chaleur, qu'elles assistent, désagrégent,

restaurent ou dégradent. Elles participent
vraisemblablement & la protection des cel-
lules ou a leur sauvetage lorsqu'elles sont
menacées par leur environnement ther-
mique. Le facteur a24 ou af classé dans le
groupe des facteurs ECF (extracytoplasmic

function) contréle I'expression d'une dizaine

Fig 2. Régulation de I'expression des génes de choc thermique chez Escherichia coli et Bacillus sub-
tilis. A. Systemes multigéniques impliqués dans la réponse au choc thermique chez ces 2 espéces. B.
Modes de régulation de I'expression des génes. @io (rpoO) ; @32 (rpoH) ; @24 ou @E (rpPoE) ; P : ARN-
polymérase ; Pv : promoteur végétatif dépendant de @io (E coll) ou de @43 (B subtilis) ; Phs: promo-
teur de choc thermique reconnu par @32 ; hse :séquence IR (inversion répétée) constituant ['élément
de choc thermique (CIRCE) de B subtilis ; ORF :cadre ouvert de lecture; T :terminateur potentiel (IR) ;
R : protéine «répresseur» hypothétique.

Regulation of the heat shock genes expression in Escherichia coli and Bacillus subtilis. A. Multigenic
systems implicated in the heat shock response in these 2 bacterial species. B. Ways of regulation of
gene expression. 70 (rpoD); @32 (rpoH); 24 ou e (rpoE); P: RNA-polymerase; Pv: vegetative promotor
@7o (E coli) or a3 (B subtilis) dependent; Phs: heat shock promotor @32 dependent; hse: inverted
repeat (IR) or heat shock element (CIRCE) of B subtilis; ORF: open reading frame; T: potential ter-
minator (IR); R: hypothetic repressor protein
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SYSTEMES MULTIGENIQUES
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de génes (dont rpoH et rpoE) dont les pro-
duits sont impliqgués dans la croissance aux
températures  élevées (42-44 "C) ;dans la
survie aux épreuves thermiques létales
(50 OC)(Rouviere et al, 1995 ; Raina et al,
1995). Les produits des génes de ce second
régulon interviendraient dans le comparti-
ment extracytoplasmique (Mecsas et al,
1993).

Au contraire chez B subtilis, les promo-
teurs hs sont absents; ceux d'E colifusion-
nés a des génes rapporteurs sont inactifs
(Wetzstein et Schumann, 1990). L'expres-
sion de la réponse au choc thermique pro-
cede de promoteurs canoniques, reconnus
par 043 (homologue de o070 d'E coli), qui ont
été identifiés en amont d'un groupe de
génes thermorégulés de classe 1, et d'une
séquence inversée répétée de 9 pb appe-
lée CIRCE (controlling IR of chaperone
expression) (Zuber et Schumann, 1994),
habituellement intercalée entre le signal de
transcription et le début du cadre ouvert de
lecture. La fixation supposée d'une protéine
répresseur sur ce motif récurrent limiterait ou
interdirait l'expression du géne. Ce méme
répresseur constituerait le capteur ou «sen-
seur”, l'une des cibles sensibles, qui obéi-
rait a la sollicitation thermique par un chan-
gement conformationnel, lequel provoquerait
son détachement de I'IR suivi par la trans-
cription du géne correspondant (Wetzstein
et al, 1992 ; Zuber et Schumann 1994 ;
Volker et al, 1994 ; Yura et al, 1993). A la
régulation transcriptionnelle positive s'expri-
mant, chez E coli, par une permutation des
facteurs 0770 aux facteurs 0732 et 0'24 eux-
mémes emboités, se substitue chez B sub-
tilis, au moins pour un groupe de génes, un
mécanisme a régulation négative en cis fai-
sant intervenir, outre le couple promoteur-
facteur sigma végétatif, la reconnaissance
d'un élément hs (CIRCE), couplé a l'altéra-
tion d'un hypothétique répresseur (fig 2).
Deux modéles nous sont ainsi proposeés:
l'un complexe, étranger semble-t-il aux élé-
ments aujourd'hui reconnus, par l'analyse
des geénes séquencés, chez L lactis ;l'autre

moins élaboré, qui traduit une riposte plus
fruste aux sollicitations thermiques.

Ne possédant que des données éparses
et des informations lacunaires, nous retien-
drons ce dernier modele pour expliciter le
mécanisme global de la réponse chez L lac-
tis. La présence des IR ayant été, par
ailleurs, reconnue chez une dizaine de bac-
téries Gram positives et apparentées, appar-
tenant a des groupes tres variés, de Clos-
tridium sp a Mycobacterium  tuberculosis,
chez lesquelles elles représentent le motif
le plus fortement conservé, il apparait qu'un
tel systeme est plus ancien que le méca-
nisme régulateur mis en place, chez E coli
(Zuber et Schumann, 1994). Cependant
Duwat et al (1995) proposent une autre voie
originale de contréle impliqguant a la fois,
par une réaction en cascade, Rec A et HflB.
L'intervention de cette derniére protéine
sous-entend la médiation par un facteur o
altematif du type Cr32, qui, jusqu'a ce jour, n'a
pas été identifié.

LATHERMOTOLERANCE

De 30 &4 43 "C, le taux de croissance d'une
culture de L lactis varie peu. De 40 a 48 "C,
la viabilité d'une population cellulaire pré-
levée en phase exponentielle (a 30 "C) n'est
pas affectée; elle décroit trés rapidement en
revanche a partir de 50 "C pour n'étre que
de 8 % et 0,06 % aprés 15 minutes et
30 minutes de chauffage a 51°C (fig 3). A
55 "C et au-dela, les cellules meurent en
quelques minutes. Cependant le taux de
survie des cellules exposées aux tempéra-
tures élevées dépend des conditions de
croissance. Ainsi, il est considérablement

plus élevé si les bactéries, avant d'étre expo-
sées a une épreuve thermique létale, sont
soumises, durant des temps qui corres-
pondent a peu prés au temps de généra-
tion (30 a 40 min) a des températures de 5
a 10°C supérieures a la température habi-
tuelle de croissance. L'appréciation quan-
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Fig 3. A. Thermotolérance (a 52 "C) développée par diverses cultures de Lactococcus lactis subsp lac-
fis IL 1403 a4 30 -C (0), 35-C (e), 37 -C (0),40 -C (), 42 -C (Ll). B. Facteurs de thermotolérance (a
52 "C) aprés 15 min (0) ou 30 min (e) développés par diverses cultures de L lactis subsp lactis IL 1403.
Le facteur de thermotolérance est égal au rapport du pourcentage de survie d'une population «con-
ditionnée» ou adaptée a différentes températures (de 25 a 48 "C) exposée a 52 "C pendant 30 min, sur
le pourcentage de survie de la population témoin cultivée a 30 "C (d'aprés Boutibonnes et al, 1995).
A. Thermotolerance (at 52 °G) developed by Lactococcus lactis subsp lactis IL 1403 at 30 °G (0), 35 °G
(e), 37 °G (0),40 °G r-), 42 °G (Ll.. B. Thermotolerance factors (at 52 °G) after 15min (0) or 30 min
(e) obtained with growing cells ofL lactis subsp lactis IL 1403. The enhanced thermal resistance was
expressed as 'lhermotolerance factor': ie the ratio of per cent survival of bacterial cells grown at different
temperatures (from 35 to 42 °G) to per cent survival of control cells grown at 30 °G; at this temperature
the thermotolerance factor is equal to 1 (according to Boutibonnes et al, 1995).

titative de ce phénoméne d'exhaussement pent ou se préparent a une épreuve ther-
de la survie cellulaire basale, appelé résis- mique létale, meurent lentement, le traite-
tance induite ou thermotolérance, observé ment d'adaptation entraine de surcroit une
chez tous les représentants du monde vivant tolérance hétérologue vis-a-vis d'autres
(bactéries, champignons, plantes et ani- modalités qui menacent la survie cellulaire;
maux) (Lindquist et Craig, 1988) est four- ces résistances croisées s'expriment vis-a-
nie par le facteur de thermotolérance, c'est- vis d'agents létaux, dont la nature et les
a-dire le rapport du pourcentage de survie fonctions cytotoxiques sont éloignées de
d'une population adaptée ou conditionnée a celles de la chaleur (tableau V). Ainsi un
telle épreuve sur le pourcentage de survie prétraitement a 42 "C éléeve considérable-
d'une population témoin, «naive» cultivée ment la résistance «constitutive » des bac-
a 30 -C (Boutibonnes et al, 1991). Ce fac- téries a l'alcool et au pH acide (on parle
teur covarie avec la température de précul- d'alcoolotolérance ou de pH - tolérance). |
ture : égal a 1a 30 "C, il est maximal a n'a qu'un effet discret sur la résistance a
42 "C ou sa valeur dépasse 100 (fig 3), puis l'eau oxygénée, au sel et aux UVys, nm- Le
il décroit trés vite quand la température traitement préalable par les températures
d'adaptation se rapproche de la tempéra- modérées a également pour conséquence
ture d'épreuve (52 OC). Si les cellules d'inhiber la lyse cellulaire des bactéries lyse-

«conditionnées» par la chaleur, qui antici- genes (ici L lactis A15, abritant le phage
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Tableau V. Tolérances croisées exprimées par une culture a 42 "C de Lactococcus
tis IL 1403 vis-a-vis de diverses épreuves létales.
Cross tolerances expressed by growing cells of Lactococcus

lactis subsp lac-

lactis against sorne lethal challenges.

Agents Chaleur Alcool NaCl H202 UV 254 nm pH
Valeur de
I'épreuve 52°C 20% (vIv) 3,5 molli 0,05% 100 J/m? 4,0
Facteur de
tolérance (a) 130 100 7 4,5 129

(a) Le facteur de tolérance a une épreuve donnée est le rapport de la survie d'une population cellulaire
conditionnée par un prétraitement a 42 "C durant 30 min, sur la survie d'une population témoin cultivée dans les
mémes conditions a 30 "C et soumise a celle méme épreuve.

(a) The tolerance factor toward a particular lethal challenge is the ratio of per cent survival of bacterial cell

adapted ta 42°e during 30 min ta per cent survival

challenge.

A15) provoquée par l'induction expérimen-

tale du prophage (Boutibonnes et al, 1991) :
le choc thermique (de 30 a 40 OC) est
d'autant plus efficace qu'il est plus précoce,
c'est-a-dire plus proche de I'administration

de l'agent SOS-inducteur qui déclenche la
lyse (mitomycine C ou UV254 nm).

La synthése d'hsps, mais aussi le déve-
loppement de la thermotolérance sont condi-
tionnées aux traitements des cellules par
diverses formes de stress, (tableau II) les-
guels dans la majorité des cas entrainent
des dommages protéiques (Hightower,
1991). Toutefois, une question reste tou-
jours posée: elle concerne la relation hypo-
thétigue qui lierait, sans réserve, la néo-
synthése d'une ou de quelques hsps a la
capacité nouvellement acquise par les cel-
lules d'outrepasser I'épreuve létale (Parsell
et Lindquist, 1994). De nombreux travaux,
portant sur les bactéries mais aussi sur les
cellules eucaryotes en culture in vitro,
étayent ou infirment I'existence de cette
interdépendance; par exemple chez E coli,
la surexpression des génes du régulon a3?,
obtenue en plagant le géne rpoH sous la
commande d'un promoteur tac inductible

of control cells grown at 30°%, exposed ta the same

par I''PTG (isopropyl thio ~-galactoside),
suivi de la synthése d'hsps a hauts niveaux
endocellulaires, ne conduit pas au déve-
loppement de thermotolérance (VanBogelen
et al, 1987). Chez la levure, la thermotolé-
rance peut se développer en l'absence de
I'nsp majeure ou hsp 104 identifiée par San-
chez et Lindguest (1990), et de toute néo-
synthése protéique ... (Sanchez et Lindquist,
1990) et de toute néosynthése protéique
(De Virgilio et al, 1991).

Ainsi chez L lactis des thermomimétiques
qui induisent la synthése des hsps, impli-
guées dans le surcroit de résistance a la
chaleur (DnaK, GroEL, GrpE, hsp 104 ou
ClpB) n'affectent pas la résistance ther-
mique naturelle des cellules: c'est le cas
de la plupart des antibiotiques. Inversement,
l'acquisition de l'aptitude nouvelle a tolérer
I'épreuve thermique létale, acquise apres
traitement par le chlorure mercurique et
l'azide de sodium ou consécutive a l'entrée
des cellules en phase stationnaire  est
découplée de la capacité de surexprimer
les hsps. Soulignons enfin, que chez L lac-
tis, a linverse de ce qui se passe chez E
coli, des agents réputés pour déclencher
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chez des cellules eucaryotes en culture la
synthése des hsps et/ou la thermotolérance,
sont sans effet.

Bien que leur présence soit nécessaire,
la responsabilité des hsps dans la thermo-
tolérance est sans cesse remise en question
par des résultats expérimentaux contradic-
toires. Il'y a vraisemblablement trois expli-
cations a cette incertitude: 1) les hsps natu-
rellement présentes, quelguefois méme
abondantes, ne nécessiteraient gu'une
«activation» par les traitements de condi-
tionnement pour devenir fonctionnelles et
intervenir dans les processus de sauvetage
thermique. 2) Les hsps «classiques» ne
seraient peut-étre pas les seuls agents pré-
venant ou restaurant les dégats protéiques,
impliqués dans les tolérances (Parsell et
Lindquist, 1994). D'autres facteurs de pro-
tection pourraient étre associés a l'induc-
tion de systémes multigéniques discrets (tel
le régulon 024 d'E coli dont nous mécon-
naissons la fonction exacte). 3) L'hyper-
production ou l'activation des hsps, par mise
en conformité des chaines peptidiques, aug-
mente la capacité de protéolyse endocel-
lulaire. Certaines hsps qui sont aussi des
protéases, exercent leur activité sur d'autres
hsps les faisant «disparaitre» apres qu'elles
ont assuré leur office de restauration: leur
trace méme ne serait pas repérable par ana-
lyse électrophorétique.

CONCLUSION

Si depuis 5 ans environ l'on s'achemine vers
la connaissance plus précise des termes
(inducteurs ou stresseurs, cibles ou sen-
seurs, protéines, genes) qui, chez L lactis,
constituent la phénoménologie de la
réponse au choc thermique, il reste encore
beaucoup a faire pour comprendre le
déclenchement et la cascade des événe-
ments qui aboutissent a ce phénoméne

«chaotique», obéissant a d'imperceptibles

fluctuations des conditions initiales (ici une

augmentation de quelques OC).Demeurent
notamment ces trois questions: Quel est
le mode de régulation de l'expression des
génes de choc thermique?  Thermotolé-
rance et hsps sont-elles en étroite
connexion?  Si c'est le cas, comment se
réalisent, surveillance, prévention, mais
aussi désagrégation et restauration de
l'arsenal protéique immature ou endom-
magé par la machinerie de chaperon nage ?

La problématique des stress, c'est-a-
dire la prise en compte de l'environnement
et de ses parameétres, qui forment avec
I'néte des niches un couple insécable, s'est
doublement élargie. A Tinstar du choc ther-
mique, les fluctuations de pH (acide ou
alcalin), d'osmolarité, d'oxygénation, I'abais-
sement de la température (4 "C) (Panoff et
al, 1994), la pénurie en nutriment (par
exemple I'épuisement de la source de car-
bone : Hartke et al, 1994) déclenchent chez
les bactéries lactiques mésophiles -et
comme on s'y attendait-, une réponse
duelle, couplant la synthése de nouvelles
protéines de stress a des états de tolé-
rance, ou de multitolérance, quelquefois
élevée.

La réponse au choc thermique, qui
semble constituer une réserve de mémoire
déposée dans le génome sous forme de
traces mnésiques, de projets préts a étre
réactualisés en certaines occasions, est
maintenant reconnue chez d'autres bacté-
ries lactiques senso lato atypiques: Ente-
rococcus faecalis, dont l'un des traits sin-
guliers est une résistance peu ordinaire a
de nombreuses conditions  «extrémes»
(Boutibonnes et al, 1993) ; Streptococcus
thermophilus dont la synthese d'hsps, sti-
mulée a haute température (52 OC), est
accompagnée d'une viabilité importante a
58 "C (Auffray et al, 1995).

Le phénomene s'impose comme le
modele d'étude de la régulation de l'expres-
sion de systemes multigéniques conduisant
a une authentique différenciation métabo-
ligue : la cellule stressée n'est plus tout a
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fait la méme que la cellule «naive». Les
forces sélectives, mais aussi les contraintes
endogénes (génétiques ou «rnécaniques»)

ont agi pour maintenir au sein de la cellule
(ou des organismes) ce que les processus
évolutifs avaient érigé afin que cette cellule
(ou ces organismes) échappent aux condi-
tions adverses qui menagaient a la fois l'inté-
grité de l'une (ou des autres) et la descen-
dance de l'espéce. lln'y a pas, dans ce type
de réponse, de commune mesure entre
I'ampleur des conséquences due a une véri-
table commotion métabolique (le plus sou-
vent bénéfique) et l'insignifiance des causes
(quelques degrés thermiques). Ce qui parait
étre une riposte désordonnée et dispropor-
tionnée, n'est pas, semble t-il, un défaut ou
une crise de l'ordre biologique habituel; elle
n'est qu'une des conditions qui a autorisé
I'existence et la permanence de cet ordre.
C'est parce que, par essence, le désordre
est versatile, qu'il se renouvelle sans cesse
pour se convertir en un autre désordre

jusqu'a paraitre incernable, qu'une relation
intelligible entre une cause et sa consé-
guence peut s'installer et légiférer de
maniére immuable la fonction des systemes
biologiques.
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