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Descriptif du sujet de thése et méthodes envisagées:

Les membranes biologiques sont des assemblages complexes de lipides, de protéines et de polysaccharides. Elles peuvent étre définies d'un point de
vue biophysique par un certain nombre de propriétés mécaniques et notamment la fluidité membranaire, un élément crucial pour le fonctionnement
cellulaire. Le comportement dynamique des membranes dépend directement de variables environnementales telles que la température et la pression,
mais également la composition moléculaire, en particulier la composition en lipides (1, 2). La théorie homéo-visqueuse propose que chaque organisme
adapte la composition moléculaire de ses membranes, en fonction des paramétres environnementaux (température, pression), afin de maintenir une
fluidité "universelle" garante de leur bon fonctionnement (3). Ainsi il est classique d'observer chez les ectothermes des milieux froids une augmentation
des proportions de chaines insaturées dans les phospholipides, pour compenser la rigidification des membranes par le froid (4).

Si ce phénomeéne d'adaptation ou d'acclimatation homéo-visqueuse est relativement bien établi en fonction de la température (5), il n'en va pas de méme
pour la pression hydrostatique. En milieu marin, certains organismes effectuent des migrations bathymétriques trés importantes au cours de leur cycle de
vie (6), et des corrélations ont été suggérées entre composition des membranes et profondeur (et donc pression : 7). Pour autant, la nature des
ajustements effectués (composition lipidique), ainsi que leur dynamique temporelle (adaptation, acclimatation), enfin les mécanismes de cette régulation
(enzymes impliquées) demeurent encore largement méconnus (8). Ceci s'explique en partie par le peu de données expérimentales obtenues, sur des
organismes difficiles & maintenir vivants en laboratoire.

Le projet a pour but d'explorer la réponse homéo-visqueuse d'invertébrés marins face a une variation de pression, et ce pour la premiére fois en milieu
contrdlé. Il s'appuiera sur I'étude de la crevette hydrothermale Mirocaris fortunata (Dorsale médio-Atlantique), présente a des profondeurs variant de 800
m a plus de 3000 m. Fait remarquable, cet organisme profond s'acclimate bien en captivité, et est maintenu a l'aquarium public d'Océanopolis depuis
plusieurs années déja, soit a pression naturelle (1700 m de profondeur simulée), soit a pression atmosphérique (9). Il s'agit la d'une occasion unique de
disposer d'organismes profonds vivants, dans les conditions contrdlées d'un laboratoire. Une autre espéce de crevette, cotiere (Palameonetes varians,
littoral européen) sera étudiée en paralléle. Grace a des aquariums pressurisés, nous avons pu montrer que cet organisme survit au moins une semaine a
1000 m de profondeur simulée (10).

Le travail expérimental débutera par des incubations de crevettes a différentes pressions, mais en conditions de température et régime alimentaire
identiques. A l'issue des incubations, des profils de plusieurs centaines d'espéces moléculaires de lipides (lipidome) seront analysés a partir de tissus de
crevettes par des approches de spectrométrie de masse (plateforme lipidomique du site UPMC/CHU Saint Antoine, co-encadrement A. Lamaziere). Cette
technologie permettra d'obtenir les empreintes biochimiques correspondant aux différentes conditions expérimentales. Les phénotypes lipidiques de 2
groupes de crevettes incubés 4 mois a 2 pressions différentes sont déja disponibles (Mirocaris a Océanopolis). Les premiers résultats montrent des
signatures lipidiques caractéristiques et significativement différentes entre les 2 conditions (modéles statistiques multivariés).

En paralléle, une approche de biologie moléculaire sera menée pour établir des relations phénotype/génotype, en quantifiant I'expression des génes
codant pour des enzymes impliquées dans la synthése d'acides gras, de phospholipides et de stérols (élongases, désaturases, réductases) (plateforme
de PCR en temps réel, IBPS, campus UPMC). A terme, une approche complémentaire est envisagée pour explorer le métabolisme lipidique. Elle
consisterait a inhiber spécifiquement des voies métaboliques a 'aide de drogues (inhibiteurs enzymatiques), puis a observer les réponses phénotypiques
en fonction des conditions expérimentales.
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Stratégie de publication:

Le premier jeu d'incubations (pressions naturelle et atmosphérique) déja réalisé avec la crevette profonde Mirocaris nous permet d'entrevoir des résultats
prometteurs, qui a défaut d'étre suffisants pour pouvoir étre publiés, permettront d'affiner plus rapidement une stratégie expérimentale. Nous envisageons
gue le(la) doctorant(e) s'attelle a la rédaction d'une premiéere publication a la fin de la



premiére année.

Globalement, deux étapes de publication sont envisagées : d'abord analyser les variations de composition lipidiques, pour les deux organismes étudiés,
en fonction des pressions d'incubation. Ensuite, explorer les mécanismes de régulation du métabolisme des lipides, en mesurant les variations
d'expression d'enzymes clés dans la synthése des lipides membranaires.

Réorientation possible du sujet si échecs:

Méme si nous avons montré une tolérance a la pression des crevettes cotiéres sur plusieurs jours (Cottin, 2012), le point d'incertitude sur ce travail réside
dans la possibilité de pouvoir mener a terme des incubations suffisamment longues pour mettre en évidence une réponse (ou acclimatation) homéo-
visqueuse chez ces organismes littoraux. Ceci étant, les essais fourniront une gamme d'échantillons ayant subi des incubations a différentes durées,
pressions, et températures. Le sujet pourrait alors étre réorienté vers la réponse au stress de température en fonction de la pression, en exploitant la
transcription de protéines de stress (famille hsp), sujet familier de notre équipe (Cottin 2008, 2010, entre autres, mentionnés plus haut).

Faisabilité sur 3 ans (échéancier):

Premiere année : Analyses des données préliminaires disponibles, et réalisation des incubations de crevettes a Océanopolis, et dans nos locaux, sous
différents régimes de pression. Ce travail sera suivi de l'analyse détaillée des données lipidomiques obtenues (ce qui contribuera a orienter d'autres
approches expérimentales en aquarium)

Deuxiéeme année : Les lipidomes obtenus nous aideront a nous orienter dans la recherche d'enzymes clé du métabolisme des lipides, possiblement
impliquées dans la réponse homéo-visqueuse. Des séquences spécifiques de chaque espéece de crevettes seront alors recherchées, en vue de pouvoir
quantifier le degré d'expression de ces enzymes en fonction des conditions expérimentales imposées.

Troisiéme année : analyses des résultats et synthése des travaux, en vue de la rédaction du manuscrit de thése.

Profil du candidat recherché:

Bonnes connaissances en Biochimie et métabolisme des lipides. Volonté de se former aux approches statistiques multi-variées. Formation en
Océanographie biologique appréciée.



