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suivante :

ed658 @univ-amu.fr OU/ET romane.haddadi@univ-amu.fr

MERCI DE METTRE EN SUJET DU MAIL : Concours ED 658 2026 porteur de projet

Ces dossiers seront publiés pour que les candidats postulent.

au plus tard le 3 mars 2026.

INTITULE DU PROJET

Structural characterizaion of the scaffold protein CcmM in the carboxysome of cyanobacteria and its
role in the biocondensation and enhanced activity of Rubisco
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Description de la problématique de recherche - Project description

Cyanobacteria play a key role in the carbon cycle thanks to their ability to fix CO2 via Rubisco
(ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase), an essential photosynthetic enzyme with low
selectivity and catalytic rate compared to most enzyme. To optimize this fixation, cyanobacteria and
most photosynthetic organisms have evolved CO2-concentrating mechanisms (CCM) which
significantly enhance the efficiency of CO. uptake and fixation. Among other features, the CO>-
concentrating mechanism M protein (CcmM) directly interacts with Rubisco, and plays a central role in
the assembly of the B—carboxysome. B—Carboxysomes are specialized membrane-less proteinaceous
microcompartments found in cyanobacteria. They are highly dense in Rubisco, CcmM and carbonic
anhydrase (CA) [1], and are surrounded by a polyhedral protein shell. It is hypothesized that they
contribute to locally increase CO2 levels in the vicinity of Rubsico active site and foster carbon fixation.
CcmM exists in two forms : full length CemM, composed of a CA domain followed by three Rubisco
small subunit-like (SSUL) modules connected by flexible linkers, and a truncated form, M35, devoid of
the CA domain. It has been shown that this latter form is necessary and sufficient to trigger formation
of biocondensates with Rubisco. Furthermore, as other scaffold proteins from biocondensates forming
intracellular microcompartments, CcmM is predicted to contain several disordered regions [2,3]. This
project aims to characterise the structural properties of CcmM, elucidate its role in the formation of
Rubisco condensates, and the effect of Rubisco condensation on its activity. By combining approaches
from structural biology, biochemistry and imaging, we will seek to understand how these condensates
could regulate or contribute to Rubisco activity.

Fig.1. Left: cryoelectron tomography picture of the
cyanobacterium Synechococcus elongates showing a
carboxysome (yellow arrow). Right : Schematic model of
[-carboxysome structure with Rubisco in green, full
length CcmM in orange and CcmM M35 in yellow.
Taken from [4]

Fig.1. A gauche : image en cryo-tomographie

P RLE ééérf électronique de la cyanobactérie Synechococcus elongates
B hed g8 montrant un carboxysome (fléche jaune). A droite :
B lo sJo oY oo i modéle schématique de la structure du B-carboxysome

avec la Rubisco en vert, CcmM entiére en orange et
CcmM M35 en jaune. Tiré de [4]

Les cyanobactéries jouent un rdle clé dans le cycle du carbone grace a leur capacité a fixer le CO: via la
Rubisco (Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase), une enzyme essentielle mais peu peu
sélective pour son substrat et avec un faible taux catalytique. Pour optimiser cette fixation, les
cyanobactéries et la plupart des organismes photosynthétiques ont développé des mécanismes de
concentration du CO. (CCM) qui améliorent considérablement I'efficacité de I'absorption du CO2 et
I'activité de la Rubisco. Par exemple, chez les cyanobacteries, la protéine CO2 concentrating mechanism
M (CcmM) interagit avec la Rubisco et a un role essentiel dans la formation des B—carboxysomes des
cyanobactéries. Les f—carboxysomes sont des microcompartiments protéiques spécialiseés, sans
membrane, tres dense en CcmM, Rubisco une anhydrase carbonique (CA), et entourés d’une enveloppe
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protéique [1]. L hypothése consensuelle est que les carboxysomes augmentent localement la
concentration de CO; a proximité du site actif de Rubisco. La CcmM existe sous deux formes : la
CcmM entiére, composée d'un domaine CA, suivi de trois modules Rubisco small subunit-like (SSUL)
reliés par des linkers flexibles, et une forme tronquée, M35, dépourvue du domaine CA. Il a été
démontré que cette derniére forme est nécessaire et suffisante pour déclencher la formation de
biocondensats avec la Rubisco. De plus, comme d'autres protéines d'échafaudage issues de
biocondensats formant des microcompartiments intracellulaires, la CcmM est prédite comme contenant
plusieurs régions désordonnées [2,3]. Ce projet vise a caractériser la structure de CcmM et a élucider
son réle dans la formation de condensats de Rubisco, ainsi que ’effet de la condensation sur 1’activité
de la Rubisco. En combinant des approches de biologie structurale, biochimie et imagerie, nous
chercherons a comprendre comment ces condensats pourraient réguler et/ou contribuer a I’activité de la
Rubisco.

Mots clés — Keywords

Liquid liquid phase separation — cyanobacteria — Photosynthesis - Rubisco — intrinsically disordered protein -
structural biology — biophysics - enzymology

Séparation de phase liquid-liquide — cyanobactéries —Photosynthése - Rubisco — proteins intrinsequement
désordonnées - biologie structurale — biophysique — activité enzymatique

Thématique / Domaine / Contexte - Theme / Field / Context

This project falls within the broader context of climate change and questions related to the absorption of carbon
dioxide in the oceans by aquatic photosynthetic organisms. These organisms are responsible for half of the
synthesis of organic compounds from inorganic carbon on Earth. These are mainly unicellular organisms,
cyanobacteria and diatoms, unevenly distributed across the globe. For this project, we will focus on the
heterocystic cyanobacterium Anabaena PCC 7120, in collaboration with Amel Latifi group [5], from Laboratoire de
Chimie Bacterienne (LCB) in the Institut de Microbiologie de la Méditerranée (IMM) at Marseille.

This project also aims at investigating proteineous biocondensates at the molecular level. Biocondensates (or
coarcevates) have gained a large interest by the scientific community recently thanks to the demonstration that a
large number of cellular compartments are membraneles and highly dense in proteins, and that these contribute to
metabolism and regulation. The recent demonstration that carboxysomes are formed by a transient liquid-
biocondensate prompted us to visit Rubisco condensation via the scaffold protein CcmM.

Ce projet entre dans le contexte tres général du changement climatique et les questionnements liés a I'absorption
du gaz carbonique dans les océans par les organismes photosynthétiques aquatiques. Ceux-ci sont en effet
responsables de la moitié de la synthése de composés organiques sur Terre a partir de carbone inorganique. Il s’agit
principalement d’organismes unicellulaires, des cyanobactéries et des diatomées, inégalement répartis sur le globe.
Pour ce projet, nous nous focaliserons sur la cyanobacétrie hétérocystique Anabaena OCC7120, en collaboration
avec le groupe d’Amel Latifi [5], au Laboratoire de Chimie Bactérienne (LCB) del ‘Institut de Microbiologie de la
Méditerranée (IMM) a Marseille.

Ce projet vise également a étudier les biocondensats protéiques au niveau moléculaire. Les biocondensats (ou
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coarcevats) ont récemment suscité un vif intérét au sein de la communauté scientifique grace a la démonstration
qu'un grand nombre de compartiments cellulaires sont dépourvus de membranaires et trés riches en protéines, et
gu’ils contribuent au métabolisme et a la régulation de la photosyntheése. La récente démonstration que les
carboxysomes sont formés d’un biocondensat liquide transitoire nous a incités a étudier la condensation de la
Rubisco via la protéine d'échafaudage CcmM.

Objectifs

Several objectives will be pursued to address crucial questions:

-- characterize the mechanisms of interaction between CcmM and Rubisco, in particular the stoichiometry of the
interaction and maping the interaction sites

- determine the molecular determinants of CcmM and Rubisco biocondensation and the effect of condensation on
Rubisco stability, structure and activity

- elucidate the role of the CA domain of CcmM, its role on the carbon concentrating mechanisms around Rubisco,
and on the pH homeostasis in the biocondensates

- assess the effect of pH on Rubisco activity outside and within the biocondensates

Plusieurs objectifs seront poursuivis afin de répondre aux questions cruciales auxquelles nous voulons répondre:

-- caractériser les mécanismes d'interaction entre CcmM et Rubisco, en particulier la stoechiométrie de l'interaction
et cartographier les sites d'interaction

- déterminer les déterminants moléculaires de la biocondensation de CcmM et de la Rubisco , ainsi que les effets de
la condensation sur la stabilité, la structure et I’activité de la Rubisco.

- élucider le réle du domaine CA de CcmM, son role sur les mécanismes de concentration du carbone autour de la
Rubisco, et sur I'homéostasie du pH dans les biocondensats

- évaluer I'effet du pH sur l'activité de Rubisco a I'extérieur et a l'intérieur des biocondensats

Méthode — Method

The candidate will use several complementary biophysical methods particularly well suited for the study of
intrinsically disordered proteins, and protein interactions, and for which we are expert in the group [6-8] : small
angle x-ray scattering (SAXS), NMR, Dynamic light scattering, circular dichroism, fluorescence, molecular modelling
of structural ensembles, etc. Combination of results from these methods will allow us to provide the first and
accurate description of the conformational sampling of the scaffold protein CcmM at the residue and the global
scale.

We will also use methods including directed mutagenesis, pull down assays, enzymatic assays of Rubisco and of the
CA, etc. pH in the biocondensates will be assessed using GFP-based pH sensors.

Le candidat utilisera plusieurs méthodes biophysiques complémentaires particulierement adaptées a I'étude des
protéines intrinsequement désordonnées et des interactions protéiques, et dans lesquelles notre groupe est expert
[6-8]: diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS), RMN, diffusion de la lumiére, dichroisme circulaire,
fluorescence, modélisation moléculaire d'ensembles structuraux, etc. La combinaison des résultats obtenus a partir
de ces méthodes nous permettra de fournir la premiere description précise de I'échantillonnage conformationnel de
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la protéine d’échafaudage CcmM a I'échelle des résidus et a I'échelle globale.
Nous utiliserons également des méthodes telles que la mutagenése dirigée, le pull down, des tests enzymatiques de
la Rubisco et de la CA, etc. Le pH dans les biocondensats sera évalué a |'aide de GFP modifiée pour mesurée le pH.
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Conditions scientifiques matérielles et financieres du projet de recherche - Scientific, material, and financial
conditions of the research project

All instruments and equipment (NMR, CD, DLS, cell cultures, Akta, etc.) are available in the laboratory or at the IMM,
except for the synchrotron for SAXS, to which we have regular access (Swing line at Soleil). We have light and gas-
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controlled incubators to grow cells, in collaboration with Amel Latifi, from Laboratoire de Chimie Bactérienne, with
whom we have a strong collaboration.
This project is also supported by PEPR FairCarbon funding, that will also allow the purchase of photobioreactors

Tous les instruments et appareillages (RMN, CD, DLS, cultures cellulaires, Akta, etc...) sont disponibles au laboratoire
ou au niveau de I'lMM, hormis le synchrotron pour le SAXS, pour lequel nous avons un acces régulier (ligne Swing a
Soleil). Nous disposons de d'incubateurs avec controle de la lumiéere et des gaz pour cultiver des cellules, en
collaboration avec Amel Latifi, du Laboratoire de Chimie Bactérienne, avec qui nous entretenons une étroite
collaboration.

Ce projet est en outre soutenu par un financement PEPR FairCarbon, qui permettra notamment I'achat de
photobioréacteurs.

Profil et compétences recherchées - Profile and skills required

We are looking for a highly motivated candidate, ideally with training in structural biology (experience in SAXS and
NMR is a plus, but not required). Biochemistry skills are also required for enzyme analysis, purification, mutagenesis,
etc.

Nous recherchons un candidat trés motivé, ayant idéalement une formation en biologie structurale (en SAXS et
RMN est un plus, mais pas obligatoire). Des compétences en biochimie sont également requises pour tout ce qui est
analyses enzymatiques,purification, mutagenese, etc.
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