aim

Aix Marseille Université

APPEL A PROJETS DE THESE 2026
CONCOURS DE L'ED 658 - Sciences du vivant

Formulaire a compléter et déposer par les porteurs du projet de thése HDR via I'adresse mail 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

Cuivre et protéostasie : dynamique d’agrégats et défenses bactériennes

1- Directrice ou directeur de thése HDR

NOM Ilbert Prénom Marianne

Téléphone portable | 06 28 59 77 17 Courriel milbert@imm.cnrs.fr

Unité de recherche (UR) de rattachement

Code (acronyme et n°) de I'UR a AMU : | BIP - UMR 7281

Nom de I'UR : Laboratoire de bioénergétique et ingénierie des protéines (BIP)

Directrice ou directeur de I'UR

Nom SCHOEPP-COTHENET Prénom Barbara

2- Codirectrice ou codirecteur de thése, le cas échéant

NOM Rivera-Millot Prénom Alex

Téléphone portable | 06 64 62 96 36 Courriel arivera-millot@imm.cnrs.fr

Unité de recherche (UR) de rattachement

Code (acronyme et n°) de I'UR a AMU : | BIP - UMR7281

Nom de I'UR : Laboratoire de bioénergétique et ingénierie des protéines (BIP)

Directrice ou directeur de I'UR

Nom SCHOEPP-COTHENET Prénom Barbara

SPECIALITE : (Rayer les mentions inutiles)

3

m aue-at Ganom agua /f Binchimin
s 7 .

. . s
....................

i Microbiologie et interactions hote-pathogénes /

Neuroseiences
SOUS JURY POUR LE CONCOURS : (Rayer les mentions inutiles)
JURY 1 BIOLOGIECELLULAIRE

JURY 2 : MICROBIOLOGIE - GENOMIQUE
FIRY-3—+—NEURSOCIENCES

Page1sur8
EDG658 - Ecole Doctorale Sciences du Vivant T +33 (0)4 13 94 19 63 Site: https://ecole-doctorale- 658.univ-amu.fr/ Campus Luminy
- 163 Avenue de Luminy - Marseille, 13009 Email: ed658@univ-amu.fr Bat TPR1 — RdC - bureau E.007



mailto:ed658@univ-amu.fr
mailto:ed658@univ-amu.fr

aim

Aix Marseille Université

APPEL A PROJETS DE THESE 2026
CONCOURS DE L'ED 658 - Sciences du vivant

MERCI DE REMPLIR TOUTES LES INFRORMATIONS EN FRANCAIS ET EN ANGLAIS

Description de la problématique de recherche - Project description

Le cuivre est un oligoélément indispensable, mais il devient rapidement toxique lorsque, en exces, il
échappe aux systémes d’homéostasie. Dans un contexte d’antibiorésistance, il suscite un intérét
croissant comme levier complémentaire de contrdle antibactérien, y compris via des complexes de
coordination ou les ligands chimigues modulent sa biodisponibilité. Les bactéries disposent toutefois
de mécanismes dédiés de gestion du cuivre, ce qui rend leur sensibilité variable selon I'espéce et les
conditions (1). La toxicité du cuivre résulte de mécanismes multiples, dont des déséquilibres redox, la
mismétallation et I'atteinte d’enzymes sensibles, notamment a centres fer-soufre (2,3). Plus
récemment, des données in vitro indiquent aussi un impact direct sur la protéostasie, avec perte de
conformation et agrégation a large échelle (4,5). Nous faisons I'hypothése que I'excés de cuivre
géneére un stress de protéostasie mesurable, qui devient létal lorsqu’il franchit un point de bascule ou
les capacités de maintien de la protéostasie sont dépassées (4). Dans cet état, 'agrégation de
protéines clés devient un moteur du processus en affaiblissant des fonctions critiques et les défenses
au cuivre, ce qui amplifie 'accumulation intracellulaire de cuivre. L’objectif est d’établir un cadre
meécanistique reliant cuivre intracellulaire, protéostasie et viabilité, puis d’en tester la portée en
comparant des bactéries aux styles de vie trés différents, afin de déterminer dans quelle mesure le
contexte écologique influence ce mécanisme et si un principe général peut en étre dégagé.

Volet 1: dans E. coli, nous relierons la dynamique d’agrégats au cuivre intracellulaire, en partant de
nos données préliminaires sur la protéine EF-Tu et en étendant a un panel restreint de protéines
sensibles pour dégager des caractéristiques communes de vulnérabilité (4,5). Nous analyserons aussi
le réle protecteur de chaperons, avec une attention particuliére pour la protéine Hsp33, en reliant son
état d’activation en présence de cuivre a sa capacité a limiter 'agrégation et a favoriser la récupération
(7-9).

Volet 2 : nous définirons le point de bascule entre un état encore compensé, potentiellement
réversible, et un état ou 'agrégation s’emballe avec une perte de réversibilité apres retrait du stress ou
chélation (5). Nous testerons le scénario d’un cercle vicieux ou, au-dela d’un seuil de cuivre
intracellulaire, 'agrégation atteint des protéines clés dans I'expression et le fonctionnement des
défenses au cuivre, ce qui accroit encore I'accumulation de cuivre et accélére I'entrée dans la phase
|étale. Ce scénario sera évalué par le suivi in vivo de protéines candidates via des fusions
fluorescentes, et par des marqueurs de dommages précoces, équilibre redox, centres fer-soufre,
intégrité membranaire (2,3).

Volet 3 : pour élargir au-dela d’E. coli, nous comparerons Pseudomonas aeruginosa, bactérie
ubiquitaire et possédant un important arsenal d’homéostasie du cuivre (10), a Neisseria gonorrhoeae,
pathogene strictement humain exposé au cuivre surtout dans des microenvironnements liés a
limmunité innée, notamment lors d’interactions avec des cellules phagocytaires (6,11,12), et doté d’un
panel minimaliste de systemes de défense au cuivre (13). Dans les deux cas, le méme noyau
expérimental sera appliqué pour tester si la bascule tolérance/létalité repose sur un principe commun,
indépendamment du style de vie ou de I'arsenal d’homéostasie du cuivre.

En combinant ces approches, le projet vise a expliquer quand et pourquoi une bactérie passe de la
tolérance a la létalité sous stress cuivre, et dans quelle mesure ce basculement reflete un principe
général ou une adaptation au contexte écologique.
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Copper is an essential trace element, but it rapidly becomes toxic when, in excess, it escapes
homeostatic control. In the context of antimicrobial resistance, it is attracting increasing interest as a
complementary lever for antibacterial control, including through coordination complexes in which
chemical ligands modulate its bioavailability. Bacteria, however, possess dedicated copper-
management mechanisms, making their sensitivity variable across species and conditions (1). Copper
toxicity arises from multiple mechanisms, including redox imbalances, mismetallation, and damage to
sensitive enzymes, notably those containing iron-sulfur clusters (2,3). More recently, in vitro data also
indicate a direct impact on proteostasis, with conformational loss and large-scale aggregation (4,5).
We hypothesize that excess copper generates a measurable proteostasis stress that becomes lethal
once it crosses a tipping point at which proteostasis maintenance capacities are exceeded (4). In this
state, the aggregation of key proteins becomes a driver of the process by weakening critical functions
and copper defenses, thereby amplifying intracellular copper accumulation. The goal is to establish a
mechanistic framework linking intracellular copper, proteostasis, and viability, and then to test its scope
by comparing bacteria with very different lifestyles, to determine to what extent ecological context
influences this mechanism and whether a general principle can be extracted.

Work package 1: In E. coli, we will link aggregate dynamics to intracellular copper, starting from our
preliminary data on the protein EF-Tu and extending to a restricted panel of sensitive proteins to
identify shared features of vulnerability (4,5). We will also analyze the protective role of chaperones,
with particular attention to Hsp33, by relating its activation state in the presence of copper to its ability
to limit aggregation and promote recovery (7-9).

Work package 2: We will define the tipping point between a still-compensated, potentially reversible
state and a state in which aggregation runs away with a loss of reversibility after stress removal or
chelation (5). We will test a vicious-cycle scenario in which, beyond a threshold of intracellular copper,
aggregation hits key proteins involved in the expression and function of copper defenses, further
increasing copper accumulation and accelerating entry into the lethal phase. This scenario will be
evaluated by in vivo tracking of candidate proteins using fluorescent fusions, and by markers of early
damage-redox balance, iron-sulfur clusters, and membrane integrity (2,3).

Work package 3: To extend beyond E. coli, we will compare Pseudomonas aeruginosa, a ubiquitous
bacterium with a substantial copper-homeostasis arsenal (10), to Neisseria gonorrhoeae, a strictly
human pathogen exposed to copper mainly in innate immunity-related microenvironments, notably
during interactions with phagocytic cells (6,11,12), and equipped with a minimalist set of copper-
defense systems (13). In both cases, the same experimental core will be applied to test whether the
tolerance/lethality switch relies on a shared principle, independent of lifestyle or copper-homeostasis
arsenal.

By combining these approaches, the project aims to explain when and why a bacterium transitions
from tolerance to lethality under copper stress, and to what extent this switch reflects a general
principle versus an adaptation to ecological context.
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Mots clés — Keywords

Homéostasie du cuivre, Stress cuivre, Protéostasie , Agrégation protéique, Chaperons (Hsp33),
Déséquilibre redox, Comparaison inter-espéces, Contexte écologique

Copper homeostasis, Copper stress, Proteostasis, Protein aggregation, Chaperones (Hsp33), Redox
imbalance, Cross-species comparison, Ecological context

Thématique / Domaine / Contexte - Theme / Field / Context

Ce projet de these vise a comprendre la toxicité du cuivre chez les bactéries en se focalisant sur son impact
sur la protéostasie. Au-dela des mécanismes classiques, déséquilibres redox, mismétallation et atteintes
d’enzymes sensibles, des données récentes indiquent que le cuivre peut déstabiliser les protéines et
favoriser leur agrégation. Nous faisons I'hypothése qu’au-dessus d’un seuil de cuivre intracellulaire, cette
agrégation s’emballe, n’est plus compensée, et provoque un point de bascule vers la perte de viabilité,
notamment via 'atteinte de protéines clés des défenses au cuivre.

Le projet se situe a l'interface entre microbiologie moléculaire, biochimie des métaux, biophysique et
imagerie. Il combine des approches in vivo et in vitro dans Escherichia coli pour relier cuivre intracellulaire,
dynamique d’agrégats et réponse a un défaut de protéostasie. Enfin, au-dela d’'un modele de laboratoire E.
coli, 'analyse sera étendue a Pseudomonas aeruginosa, bactérie équipée pour résister au cuivre, et a
Neisseria gonorrhoeae, pathogéene strictement humain exposé au cuivre uniguement dans des
microenvironnements liés aux cellules phagocytaires.

This PhD project aims to understand copper toxicity in bacteria by focusing on its impact on proteostasis.
Beyond the classical mechanisms, redox imbalance, mismetallation, and damage to sensitive enzymes,
recent data indicate that copper can destabilize proteins and promote their aggregation. We hypothesize
that above a threshold of intracellular copper, this aggregation runs away, can no longer be compensated,
and triggers a tipping point leading to loss of viability, notably through damage to key proteins involved in
copper defenses.

The project sits at the interface of molecular microbiology, metal biochemistry, biophysics, and imaging. It
combines in vivo and in vitro approaches in Escherichia coli to link intracellular copper levels, aggregate
dynamics, and the cellular response to impaired proteostasis. Finally, beyond the laboratory model E. coli,
the analysis will be extended to Pseudomonas aeruginosa, a bacterium well equipped to resist copper, and
to Neisseria gonorrhoeae, a strictly human pathogen exposed to copper only in phagocyte-associated
microenvironments.
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Objectifs

L’objectif général de cette thése est de construire un cadre mécanistique et quantitatif reliant cuivre
intracellulaire, déséquilibre de protéostasie et perte de viabilité bactérienne, afin d’expliquer le passage
d’un état tolérant a un effondrement irréversible.

Cet objectif sera décliné en trois objectifs complémentaires. Le premier vise a caractériser dans
Escherichia coli I'effet du cuivre sur la protéostasie, en quantifiant la dynamique d’agrégation en fonction
du cuivre intracellulaire, en identifiant des déterminants communs de vulnérabilité sur un panel restreint de
protéines, et en précisant le réle de chaperons candidats, notamment Hsp33, dans la limitation des
agrégats et la récupération. Le second vise a définir et tester le point de bascule entre compensation et
|étalité, en caractérisant la perte de réversibilité et en évaluant un scénario d’emballement ou I'agrégation
touche des protéines clés dans I'expression et le fonctionnement des défenses au cuivre, ce qui amplifie
'accumulation intracellulaire et accélére la perte de viabilité. Le troisiéeme vise a évaluer la portée du cadre
au-dela de E. coli en I'appliquant a deux bactéries aux styles de vie contrastés, Pseudomonas aeruginosa
et Neisseria gonorrhoeae, afin de distinguer ce qui reléve d’un principe général de ce qui dépend du
contexte écologique et de I'architecture des défenses.

The overall aim of this PhD project is to build a mechanistic and quantitative framework linking intracellular
copper, proteostasis imbalance, and bacterial loss of viability, in order to explain the transition from a
tolerant state to an irreversible collapse.

This aim will be addressed through three complementary objectives. The first is to characterize, in
Escherichia coli, the effect of copper on proteostasis by quantifying aggregation dynamics as a function of
intracellular copper, identifying shared determinants of vulnerability across a restricted panel of proteins,
and clarifying the role of candidate chaperones, particularly Hsp33, in limiting aggregates and promoting
recovery. The second is to define and test the tipping point between compensation and lethality by
characterizing the loss of reversibility and evaluating a runaway scenario in which aggregation affects key
proteins involved in the expression and function of copper defense systems, thereby amplifying
intracellular accumulation and accelerating loss of viability. The third is to assess the scope of the
framework beyond E. coli by applying it to two bacteria with contrasting lifestyles, Pseudomonas
aeruginosa and Neisseria gonorrhoeae, to distinguish what reflects a general principle from what depends
on ecological context and the architecture of defense systems.

Méthode — Method

L’agrégation induite par le cuivre sera quantifiée par fractionnement soluble/insoluble, complétés si
nécessaire par de la protéomique des fractions agrégées. Le cuivre intracellulaire sera mesuré par ICP-
OES. Le suivi in vivo de protéines candidates reposera sur des fusions fluorescentes et la microscopie,
avec des cinétiques en microfluidique. Le role des chaperons candidats sera analysé in vivo par imagerie,
et in vitro sur protéines purifiées en suivant la métallation et les changements conformationnels en fonction
de la présence de cuivre.

Le point de bascule sera défini par des tests de réversibilité, retrait du cuivre ou chélation, couplés a la
reprise de croissance et a la viabilité. Des suivis cinétiques relieront cuivre intracellulaire, dynamique
d’agrégats, et état des défenses au cuivre via suivi d’expression et, lorsque possible, mesures d’activité.
Des marqueurs simples d’autres dommages seront mesurés pour positionner I'agrégation par rapport aux
mécanismes classiques, état redox, indicateurs liés aux centres fer-soufre, intégrité membranaire.
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L’élargissement au-dela d’E. coli reposera sur I'application du méme noyau de mesures a Pseudomonas
aeruginosa et Neisseria gonorrhoeae. Les suivis quantitatifs seront conservés, cuivre intracellulaire,
agrégation globale et ciblée, signatures de réponse chaperonne, cartographie du point de bascule, en
adaptant uniquement les conditions de culture et d’exposition propres a chaque espéce.

Copper-induced aggregation will be quantified by soluble/insoluble fractionation, complemented if
necessary by proteomics of the aggregated fractions. Intracellular copper will be measured by ICP-OES. In
vivo tracking of candidate proteins will rely on fluorescent fusions and microscopy, with time-course
experiments in microfluidic devices. The role of candidate chaperones will be analyzed in vivo by imaging,
and in vitro using purified proteins by monitoring metallation and conformational changes as a function of
copper exposure.

The tipping point will be defined using reversibility assays, copper removal or chelation, coupled to growth
recovery and viability measurements. Kinetic measurements will link intracellular copper levels, aggregate
dynamics, and the status of copper defense systems through expression tracking and, when possible,
activity measurements. Simple markers of other types of damage will be measured to position aggregation
relative to classical mechanisms, including redox state, indicators related to iron-sulfur clusters, and
membrane integrity.

Extension beyond E. coli will rely on applying the same core set of measurements to Pseudomonas
aeruginosa and Neisseria gonorrhoeae. Quantitative monitoring will be maintained, intracellular copper,
global and targeted aggregation, signatures of the chaperone response, and mapping of the tipping point,
adapting only the culture and exposure conditions specific to each species.
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Conditions scientifiques matérielles et financieres du projet de recherche - Scientific, material, and financial
conditions of the research project

La thése se déroulera dans un laboratoire de microbiologie disposant des équipements adaptés aux
expériences prévues. L’équipe dispose notamment au laboratoire d’'un ICP-OES pour la quantification des
métaux, et d’'une expertise reconnue en métaux en biologie, métalloprotéines et protéines chaperonnes,
garantissant la maitrise des approches nécessaires. Par ailleurs, I'équipe appartient a un institut donnant
acces a des plateformes technologiques, hotamment spectrométrie de masse et microscopie, pour les
analyses spécialisées.

Le financement des expériences est assuré par I'équipe, dans la continuité d’'une ANR arrivant a son
terme, complété par des fonds internes. Des demandes de financement additionnelles seront soumises au
cours du projet.

The PhD project will be carried out in a microbiology laboratory equipped with the facilities required for the
planned experiments. In particular, the team has an in-house ICP-OES for metal quantification, and a well-
established expertise in metals in biology, metalloproteins, and chaperone proteins, ensuring full mastery
of the necessary approaches. In addition, the team is part of an institute providing access to core facilities,
notably mass spectrometry and microscopy, for specialized analyses.

Experimental costs are covered by the team, building on an ANR grant that is nearing completion, and
supplemented by internal funds. Additional funding applications will be submitted during the course of the
project.
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Profil et compétences recherchées - Profile and skills required

Le candidat doit étre titulaire d'un dipldme en Biologie de niveau master ou un diplome d’ingénieur (avec un bon
classement). Le candidat potentiel doit étre trés motivé et capable de travailler de maniére indépendante et en
groupe. Idéalement, le candidat doit avoir des connaissances en biologie moléculaire, en biochimie et en
microbiologie et avoir un niveau décent en anglais.

The candidate must hold a master's degree in Biology or an engineering degree (with a good ranking). The potential
candidate must be highly motivated and able to work independently and in a group. Ideally, the candidate should
have knowledge of molecular biology, biochemistry and microbiology and have a decent level in english
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