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L o jet de ette th se est une meilleure compréhension des mécanismes de régulation de 
l e p essio  de l hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis sp. PCC6803, une cyanobactérie 
modèle. Ce p ojet, ui ise à te e à a lio e  la photop odu tio  d h d ogène de la cyanobactérie, 
présente un double intérêt : à la fois fondamental et appliqué, pouvant le rendre particulièrement 
d li at à p se te . Ai si, da s u  sou i de l i t odui e au ieu  et de e pas is ue  de le a to e  à 
une seule de ses deux facettes, j ai fait le hoi  d u e p se tatio  ui pe ett ait, je l esp e, de le 
situer dans ses différents macro et micro-contextes, appliqués et fondamentaux. 

 
Ce a us it de th se s a ti ule ai si e  uat e sections : une introduction générale, deux parties 

présentant mes différents résultats, et une conclusion avec perspectives. 
 
1. L i t odu tio  g ale présente les différents contextes de mon sujet de thèse, elle est 

divisée en 3 chapitres : 
Le premier chapitre décrit les enjeux énergétiques et environnementaux présents et à venir. Le 

cycle du carbone, le réchauffement climatique et les différentes ressources énergétiques actuellement 
e ploit es pa  l Ho e se o t i i o u es et e p e ie  ila  conclue à l i t t d u  développement 
durable dans lequel les énergies photosynthétiques doivent tenir une place de choix. 

Le deuxième chapitre traite de la molécule de dihydrogène elle-même : une molécule simple 
mais rare, qui promet de nombreuses solutions mais qui présente aussi de nombreux défis 
technologiques. Seront ici évoqués : les différentes utilisations actuelles et futures de la molécule ainsi 
que ses principaux modes de production : physicochimiques et biologiques. Un détail des enzymes et 
des voies qui sont responsables de la p odu tio  iologi ue d h d og e sera également effectué et 
pe ett a de o lu e su  l i t t de la e he he su  l h d og e photos th ti ue et e  particulier 
à partir des cyanobactéries. 

Le troisième chapitre traite de plusieurs caractéristiques des cyanobactéries en général, de 
Synechocystis sp. PCC6803 en particulier, ainsi que des principaux agents de la photosynthèse 
a o a t ie e. E suite, u  e tail des o aissa es a tuelles o e a t l h d og ase 

bidirectionnelle, chez les cyanobactéries et Synechocystis, est effectué, traitant de son rôle probable 
chez ces organismes, de ses caractéristiques intrinsèques, de sa maturation et de quelques brefs 
éléments de sa régulation transcriptionnelle.  
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2. La première partie contient une introduction spécifique (le chapitre 4), suivie de mon premier 
article et de résultats supplémentaires: 

Le quatrième chapitre délimite le cadre strict du sujet. Y sont évoqués les 2 régulateurs connus 
de l h d og ase de Synechocystis sp. PCC6803 : LexA et AbrB1. Plusieurs généralités concernant les 
deux superfamilles de protéines auxquels ils appartiennent seront compilées, puis un zoom sur leurs 
rôles connus dans le métabolisme de Synechocystis sera effectué. 

Le premier article, dont je suis co-premier auteur, traite de l ide tifi atio  d un membre de la 
superfamille des protéines CyAbrBs, AbrB2, o e p esseu  de l expression de hydrogénase 
bidirectionnelle de Synechocystis.  

Suivent ensuite plusieurs résultats supplémentaires non publiés, qui complètent les 
connaissances actuelles autour de la régulation de l h d og ase idi e tio elle, et ui pe ette t de 
o st ui e le seau de gulatio  ui o t ôle l e p essio  de l h d og ase idi e tio elle. 

 
3. La deuxième partie contient une courte introduction (chapitre 5), suivie du manuscrit soumis 

de mon deuxième article et de résultats supplémentaires : 
Le cinquième chapitre traite du stress oxydant en général, auxquels sont soumis les organismes, 

des diverses techniques biologiques de résistance et d a uatio  de e st ess et ota e t d u  
processus particulier : la glutathionylation ui p ot ge et odule l a ti it  des p ot i es sou ises à u  
stress oxydant. 

Suit ensuite une autre partie de mes travaux de thèse, ici rapportée sous la forme du manuscrit 

de mon deuxième article et de résultats connexes. Ces travaux décrivent un mécanisme nouveau et 
inédit de la régulation post-traductionnelle du régulateur AbrB2. La modification de son unique 
cystéine par S-glutathionylation, que nous avons identifiée, module son activité régulatrice en fonction 
du niveau de stress oxydant auquel est soumise la cellule. Les résultats décrivent la caractérisation du 
ôle i po ta t de la st i e d A B  ai si ue de sa odifi atio . 

 
4. Suivent enfin, une conclusion, sous forme de résumé, de mes travaux, ainsi que quelques 

perspectives à e isage  pou  o ti ue  la a a t isatio  du ta olis e de l h d og e. 
 
 
L e se le de es t a au  appo te u e eilleu e o p he sio  des a is es ui gule t 

l e p essio  de l h d og ase idi e tio elle de Synechocystis, et participent à la levée de plusieurs 
e ous ui li ite t la p odu tio  d h d og e pa  les a o a t ies.  

Ces o aissa es ou elles pe ett o t, ous l esp o s, d aide  à o st ui e u e fili e de 
production de photohydrogène durable et performante.  
  



Page  | 8  

  



Page  | 9  

 
 

PLAN 
  



Page  | 10  

REMERCIEMENTS   ............................................................................................................................................. 1 

 

AVANT-PROPOS Organisation du manuscrit  .................................................................................................... 5 
 
PLAN  .................................................................................................................................................................. 9 
 
LISTE DES FIGURES ET TABLES  ........................................................................................................................ 16 
 
INTRODUCTION GENERALE 

CHAPITRE 1 : Cycle du carbone, Réchauffement climatique et Energies ................................................... 23 

1- La photosynthèse : condition du développement de la vie sur Terre ................................................... 23 
1-1- Créatrice de complexité chimique ....................................................................................................... 23 
1-2- Source de toute vie sur Terre .............................................................................................................. 23 

2- Le cycle du carbone, la formation du pétrole & le réchauffement climatique ...................................... 25 
2-1- Dimension temporelle du cycle du carbone ........................................................................................ 25 
2-2- Dimension spatiale du cycle du carbone ............................................................................................. 26 
2-3- La so i t  hu ai e et le o fo t ode es so t sous pe fusio  d e gie fossile puisa le ........... 28 
2-4- U  li at ui pou ait s e alle  ? ..................................................................................................... 28 

3- L Energie ................................................................................................................................................. 28 
3-1- Qu est- e ue l nergie?  ..................................................................................................................... 29 
3-2- La vie & l énergie  ................................................................................................................................. 29 
3-3- L ho e et l nergie  .......................................................................................................................... 30 
3-4- Les énergies carbo-émettrices ............................................................................................................. 31 
3-5- Les énergies dites « propres » et « renouvelables » ........................................................................... 32 
3-6- La nécessité du développement durable et des énergies propres ...................................................... 35 
 
CHAPITRE 2 : L H d og e & les h d og ases .......................................................................................... 37 

1- Abondance de l h d og e .................................................................................................................... 37 

2- Quelques caractéristiques du dihydrogène ........................................................................................... 38 

3- Les diverses utilisations de la molécule de dihydrogène ....................................................................... 39 
3-1- L h d og e o usti le .................................................................................................................... 39 
3-1-1- Un carburant classique ..................................................................................................................... 39 
3-1-2- La pile à combustible (pile à hydrogène) .......................................................................................... 40 
3-2- Le dihydrogène vecteur énergétique ................................................................................................... 41 
3-3- Le stockage du dihydrogène ................................................................................................................ 41 
3-3-1- Le stockage comprimé ...................................................................................................................... 41 
3-3-2- Le stockage liquide cryogénique ...................................................................................................... 42 
3-3-3- Le stockage en hydrures métalliques ............................................................................................... 42 
3-4- L h d og e a tif hi i ue .............................................................................................................. 43 
3-4-1- H d og atio  atal ti ue pou  l i dust ie hi i ue ..................................................................... 43 
3-4-2- H d og atio  atal ti ue pou  l i dust ie ag oali e taire .......................................................... 44 
3-4-3- L huile de pal e : une huile controversée ....................................................................................... 45 

4- La p odu tio  d hydrogène dans le monde: fruit de la combustion des hydrocarbures fossiles .......... 46 
4-1- Vapo fo age d h d o a u es fossiles  ........................................................................................... 46 
4-2- Ele t ol se de l eau .............................................................................................................................. 47 
4-3- I t t d u e sou e de dih d og e p op e et renouvelable............................................................ 47 



Page  | 11  

5- La p odu tio  d h d og e à pa ti  du vivant ....................................................................................... 49 
5-1- P odu tio  d h d og e pa  fe e tatio  de ati e o ga i ue hez les a t ies a a o ies ..... 49 
5-2- La biophotolyse .................................................................................................................................... 50 
5-2-1- Directe .............................................................................................................................................. 50 
5-2-2- Indirecte ............................................................................................................................................ 50 
5-3- La p odu tio  d H2 pa  fe e tatio  de ati e o ga i ue hez les a t ies fi at i es d azote .... 51 
5-4- Photofermentation .............................................................................................................................. 51 
5-5- Potentiel du biohydrogène photolytique ............................................................................................ 52 

6- Les enzymes liées au métabolisme du dihydrogène .............................................................................. 53 
6-1- Les nitrogénases ................................................................................................................................... 53 
6-2- Les hydrogénases ................................................................................................................................. 54 
6-2-1- Généralités ........................................................................................................................................ 54 
6-2-2- Les hydrogénases à [FeFe] : .............................................................................................................. 55 
6-2-3- Les hydrogénases à [NiFe] ................................................................................................................ 58 
6-2-3-1- Les différents groupes ................................................................................................................... 59 

6-2-3-2- Assemblage des hydrogénases à [NiFe] ........................................................................................ 61 
6-2-3-3- ‘ sista e à l o g e des h d og ases à [NiFe] ....................................................................... 62 
 
CHAPITRE 3 : Les Cyanobactéries, Synechocystis sp. PCC6803, la photosynthèse  

& l h d og ase idi e tio elle ........................................................................................... 65 

1- Les cyanobactéries ................................................................................................................................. 65 
1-1- Que sont-elles ? ................................................................................................................................... 65 
1-2- Apparition et impact géologique des cyanobactéries ......................................................................... 66 
1-3- Les a o a t ies aujou d hui ........................................................................................................... 67 
1-4- Intérêt biotechnologique ..................................................................................................................... 68 

1-5- Classification des cyanobactéries ........................................................................................................ 69 
1-5-1- Classification phylogénétique des cyanobactéries. .......................................................................... 69 
1-6- Taxonomie des cyanobactéries............................................................................................................ 71 
1-7- Quelques caractéristiques des cyanobactéries ................................................................................... 73 
1-8- Culture de cyanobactéries ................................................................................................................... 75 

2- Synechocystis sp. PCC6803  .................................................................................................................... 76 

2-1- Physiologie de Synechocystis sp. PCC6803 .......................................................................................... 76 

2-2-  Génétique de Synechocystis ................................................................................................................ 77 

3- La photosynthèse oxygénique chez les cyanobactéries et Synechocystis ............................................. 77 
3-1- Le thylakoïde ........................................................................................................................................ 78 
3-2- Les phycobilisomes .............................................................................................................................. 78 
3-3- Le photosystème II ............................................................................................................................... 80 
3-4- Le complexe cytochrome b6/f ............................................................................................................. 82 
3-5- L ATP s thase ..................................................................................................................................... 83 
3-6- Le photosystème I ................................................................................................................................ 83 
3-7- Ferrédoxine/flavodoxine et FNR .......................................................................................................... 84 
3-8- La chaîne de transfert d le t o s ....................................................................................................... 84 
3-9- Synechocystis et l h d og e ............................................................................................................... 86 

4- L h d og ase idi e tio elle Ho EFUYH de Synechocystis ................................................................ 87 
4-1- L e z e .............................................................................................................................................. 87 
4-2- Région génomique de hox ................................................................................................................... 90 
4-3- Assemblage du site [Ni-Fe] .................................................................................................................. 91 



Page  | 12  

4-4- T a s iptio  de l op o  hoxEFUYH ................................................................................................... 92 
4-4-1- L A‘N essage  ................................................................................................................................ 92 
4-4-2- Le niveau de transcription ................................................................................................................ 93 
4-4-3- Une régulation traductionnelle? ...................................................................................................... 94 
4-4-4- Les fa teu s i pli u s da s la t a s iptio  de l op o  hox .......................................................... 94 
4-4-5- Fo tio e e t de l h d og ase de Synechocystis ...................................................................... 94 
4-4-6- Bila  su  l h d og ase de Synechocystis ........................................................................................ 95 
4-5- Rôle biologique .................................................................................................................................... 97 
4-5-1- Les rôles supposés ............................................................................................................................ 97 
4-5-2- Un lien entre environnement et fonction? ...................................................................................... 99 
 

PREMIERE PARTIE 

CHAPITRE 4 : Les gulateu s de l h d og ase, les C A Bs et A B  .................................................... 105 

1- Le régulateur transcriptionnel LexA  .................................................................................................... 105 
1-1- Le A, gulateu  t a s iptio el li  à la po se au  do ages à l ADN ...................................... 105 
1-1-1- LexA et la « réponse SOS » ............................................................................................................. 105 
1-1-2- Importance biologique de LexA ...................................................................................................... 107 
1-1-3- Structure de LexA ........................................................................................................................... 107 
1-2- CyLexA : LexA chez les cyanobactéries. ............................................................................................. 108 
1-2-1-  Structure de la protéine CyLexA .................................................................................................... 109 
1-2-2- Que régule CyLexA ? ....................................................................................................................... 111 
1-3- C Le A gule le p o oteu  de l op o  hox .................................................................................... 112 
1-3-1- Chez Synechocystis sp. PCC6803 .................................................................................................... 112 
1-3-2- Chez Nostoc sp. PCC7120 ............................................................................................................... 113 
1-4- Bilan.................................................................................................................................................... 113 

2- AbrB ...................................................................................................................................................... 114 
2-1- Le régulateur transcriptionnel AbrB .................................................................................................. 114 
2-1-1- ‘ gulateu s de l tat de t a sitio  ................................................................................................. 114 
2-1-2- Rôle d A B da s la spo ulatio  hez B.subtilis .............................................................................. 114 
2-1-3- Structure des régulateurs AbrB-like ............................................................................................... 116 
2-1-3-1- Historique .................................................................................................................................... 116 
2-1-3-2- Détail de la structure ................................................................................................................... 117 
2-1-4- I te a tio  d A B a e  l ADN ........................................................................................................ 120 
2-1-5- Autres représentants de la famille AbrB ........................................................................................ 121 
2-1-5-1- Généralités .................................................................................................................................. 121 
2-1-5-2- Les 8 groupes de la famille des « AbrB-like » .............................................................................. 122 
2-2- CyAbrBs, des protéines de cyanobactéries possédant des domaines AbrB ...................................... 125 
2-2-1- « AbrB-like » de cyanobactéries et CyAbrBs. ................................................................................. 126 
2-2-2- Particularités des CyAbrBs.  ............................................................................................................ 127 

2-2-2-1- Structure des CyAbrBs. ................................................................................................................ 127 
2-2-2-2- Région génomique des gènes abrB1 et abrB2 ............................................................................ 131 
2-2-2-3- Régulation de gènes par les CyAbrBs .......................................................................................... 133 
2-2-2-4- A B  gule l e p essio  de l hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis ........................ 137 
2-2-3- Bilan sur les CyAbrBs :..................................................................................................................... 138 
  



Page  | 13  

3- Bilan su  la gulatio  de l h d og ase: ............................................................................................. 139 
3-1- Les facteurs environnementaux ........................................................................................................ 139 
3-2- Les facteurs de transcription ............................................................................................................. 140 
3-3- Autres informations ........................................................................................................................... 140 
3-4- Conclusion .......................................................................................................................................... 141 
 
ARTICLE I : A B  est u  p esseu  de l h d og ase idi e tio elle  

de Synechocystis sp. PCC6803 ................................................................................................ 143 

1- U  ou el a teu  de la gulatio  g i ue de l h d og ase idi e tio elle de Synechocystis ....... 143 
1-1- La biologie intégrative ........................................................................................................................ 143 
1-2- I t odu tio  & su  de l a ti le Dutheil et al. 2012 ...................................................................... 147 
Article I ...................................................................................................................................................... 149 
1-3- Conclusion .......................................................................................................................................... 156 

2- Résultats complémentaires .................................................................................................................. 161 

2-1- Le mutant abrB1::Kmr /AbrB1+  .......................................................................................................... 162 

2-2- Le mutant ΔabrB2  ............................................................................................................................. 163 

2-2-1- Le o te u pig e tai e de ΔabrB2 est différent de la souche sauvage........................................ 163 

2-2-2- Phénotypes de résistance de Δa B  ............................................................................................. 163 

2-3- Les mutants ΔlexA et ΔcymR (construits par Panatda Saenkham et Sandrine Farci)  ....................... 164 

2-4- A B  e p he d o se e  l effet de Le A su  la p o otio  de hoxE ............................................. 164 

2-5- Régulation de ssr2227 par AbrB2 et LexA.......................................................................................... 165 

2-6- Effet de LexA et AbrB2 sur lexA ......................................................................................................... 166 
2-7- Effet d A B , C ‘ et Le A su  cymR .............................................................................................. 167 

2-8- Effet d A B  et Le A su  abrB1 ........................................................................................................ 167 

2-9- Effets des paramètres environnementaux et des régulateurs AbrB1, AbrB2, LexA et CymR  sur 
abrB2 ......................................................................................................................................................... 167 

2-10- Constitution du  réseau de régulation de hox ................................................................................. 168 

2-11- Co st u tio  d u e sou he p oduisa t plus d h d og ase ........................................................... 169 
2-12- Le t a s ipto e d abrB2 ................................................................................................................ 170 

 
DEUXIEME PARTIE 

CHAPITRE 5 : Le stress oxydant, le glutathion & les mécanismes de résistance ...................................... 175 

1- Stress oxydant : le dio g e o de pas la ati e i a te. ............................................................ 175 

2- La photosynthèse et le stress oxydant ................................................................................................. 175 

3- Les espèces r a ti es de l oxygène (reactive oxygen species en anglais ou ROS) ............................... 176 

3-1- Les ROS ............................................................................................................................................... 176 

3-2- Autres dommages générés par les ROS ............................................................................................. 177 
3-3- Les systèmes de protection contre les ROS et le stress oxydant....................................................... 177 
3-3-1- Systèmes passifs de récupération du stress oxydant ..................................................................... 177 
3-3-2- Systèmes actifs de récupération des ROS ...................................................................................... 178 

4- Le glutathion GSH ................................................................................................................................. 179 
4-1- Qu est- e ue est ?  ......................................................................................................................... 179 
4-2- Voie de biosynthèse du glutathion .................................................................................................... 179 
4-3- Mai tie  de l ho ostasie des thiols de p ot i es pa  le GSH et le système glutarédoxines. ........ 180 
4-4- Glutathionylation : une modification post-t adu tio elle ui affe te l a ti it  des protéines ...... 181 
4-5- AbrB2 existe sous au moins deux forme in vivo ................................................................................ 182 



Page  | 14  

ARTICLE II : La gulatio  e e e pa  le p esseu  de l op o  hox AbrB2 est dépendante  
de son unique cystéine qui est modifiée post-traductionnellement. .................................... 185 

1- Introduction & su  du a us it de l a ti le Dutheil et al. (en cours de rédaction) .................... 185 
1-1- Préliminaire ........................................................................................................................................ 185 
1-2- I t odu tio  & su  de l a ti le Dutheil et al. 2013 ...................................................................... 186 
Manuscrit Article II ................................................................................................................................... 189 
1-3- Conclusion .......................................................................................................................................... 226 

2- Résultats supplémentaires ................................................................................................................... 228 
2-1- L u i ue st i e d A B  est i po ta te pou  l e p essio  de l e se le de so  gulo . ......... 228 
2-2- Les ARN non-codant en amont et aval sont sensibles à AbrB2 ......................................................... 234 
2-3- La formation des comple es d A B2 est dépendante de mécanismes redox ................................. 235 
2-4- Une hypothèse ................................................................................................................................... 236 
  
 

CONCLUSION & PERSPECTIVES ...................................................................................................................... 239 

1- Conclusion ............................................................................................................................................ 240 

2- Perspectives .......................................................................................................................................... 244 
 
MATERIELS & METHODES .............................................................................................................................. 247 

 
REFERENCES ................................................................................................................................................... 266 



Page  | 15  

  



Page  | 16  

LISTE DES FIGURES 
 

Liste des figures 

Figure # Nom Page 

Figure 1 La photosynthèse, la complexité chimique et la chaîne alimentaire 20 
Figure 2 La composition atmosphérique depuis 4 milliards d'années 21 
Figure 3 La formation du pétrole 21 
Figure 4 Le cycle du carbone et les flux associés 23 
Figure 5 La population mondiale au cours du temps 24 
Figure 6 La production d'énergie primaire dans le monde en 2011 27 
Figure 7 Les émissions de carbone de différentes filières de production d'électricité 30 
Figure 8 Les isotopes naturels de l'hydrogène (H) 34 
Figure 9 La pile à combustible 36 
Figure 10 Le mécanisme de l'hydrogénation catalytique 39 
Figure 11 L'hydrogénation catalytique en agroalimentaire 40 
Figure 12 L'huile de Palme rouge est la plus consommée au monde 41 
Figure 13 Le procédé NExBTL de Neste Oil 41 
Figure 14 Les différentes voies biologiques de production d'hydrogène 44 
Figure 15 Les centres métalliques [FeFe] et [NiFe] 50 
Figure 16 Le centre métallique [FeFe] 51 
Figure 17 L'hydrogénase à [FeFe] de Desulfovibrio desulfuricans 51 
Figure 18 Modèle de travail du procédé d'assemblage des hydrogénases à [FeFe] 53 
Figure 19 Le centre métallique [NiFe] 54 
Figure 20 L'hydrogénase dimérique de la bactérie pourpre non sulfureuse Allochromatium vinosum 54 
Figure 21 Schéma de la phylogénie des hydrogénases à centre [NiFe] 55 
Figure 22 Le centre métallique [NiFe] 57 
Figure 23 Le réseau de maturation des hydrogénases à [NiFe] chez E.coli 58 
Figure 24 Structure de l'hydrogénase à [NiFe] de D.fructosovorans 58 
Figure 25 Spirulina platensis 61 
Figure 26 Photobioréacteurs industriels 61 
Figure 27 Les ères géologiques depuis la formation de la Terre 62 
Figure 28 Transmission du chloroplaste dans l'arbre de la vie 63 
Figure 29 Macroflore épiphytaire dans une jungle 64 
Figure 30 Utilisation biotechnologique des cyanobactéries 64 
Figure 31 Production industrielle de biomasse: différents procédés 65 
Figure 32 L'arbre phylogénétique de la vie, zoom sur les bactéries 66 
Figure 33 Diversité morphologique des cyanobactéries 67 
Figure 34 Photographies de cyanobactéries collectées par l'expédition Tara Océans 69 
Figure 35 La taille de différents génomes de cyanobactéries séquencées 69 
Figure 36 Phylogénie des 58 cyanobactéries séquencées 70 
Figure 37 Synechocystis sp. PCC6803 72 
Figure 38 Le chromosome et les 7 plasmides de Synechocystis sp. PCC6803 73 
Figure 39 La photosynthèse oxygénique des cyanobactéries 73 
Figure 40 Le thylakoïde de Synechocystis sp.PCC6803 (micrographie) 74 
Figure 41 Le thylakoïde de Synechocystis sp.PCC6803 (reconstruction en 3D) 74 



Page  | 17  

Figure 42 Phycobilisome (vue schématique) 74 
Figure 43 Deux phycobilines 75 
Figure 44 Phycobilisome, le cœur et  les antennes (microscopie électronique) 75 
Figure 45 Le photosystème II (vue schématique) 76 
Figure 46 Le complexe photosystème II + phycobilisome 76 
Figure 47 La molécule de chlorophylle a 76 
Figure 48 La molécule de béta-carotène 76 
Figure 49 Crystal de photosystème II: position des pigments et du site actif 77 
Figure 50 Le cytochrome b6/f (vue schématique) 78 
Figure 51 Le cytochrome b6/f (cristal) 78 
Figure 52 Une plastocyanine de Synechococcus sp. PCC7942 78 
Figure 53 L'ATP synthase (vue schématique) 78 
Figure 54 L'ATP synthase (cristal) 78 
Figure 55 Le photosystème I (vue schématique) 79 
Figure 56 Un trimère de photosystème I, les pigments et le site actif (cristal) 79 
Figure 57 Un monomère de PSI et le site de fixation probable de la ferrédoxine 79 
Figure 58 Une ferrédoxine cyanobactérienne 80 
Figure 59 La ferrédoxine alimente en électron l'ensemble des voies métaboliques 80 
Figure 60 La chaîne de transfert d'électrons et la photophosphorylation autour du processus de 

photosynthèse chez les cyanobactéries 81 
Figure 61 La chaîne de transfert d'électrons photosynthétiques et le métabolisme de l'hydrogène 82 
Figure 62 Deux vues schématiques de l'hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis sp. PCC6803 85 
Figure 63 L'entrée du canal des gaz de la sous-unité HoxH de D.fructosovorans 85 
Figure 64 Organisation génomique des complexes hox et hyp de quelques cyanobactéries 86 
Figure 65 Le centre métallique [NiFe] 87 
Figure 66 Le complexe HypABCDEF (cristallisation des protéines) 87 
Figure 67 Production d'H2, O2 et CO2 par Synechocystis 90 
Figure 68 Assemblage de l'hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis 92 
Figure 69 Le processus de fermentation 93 
Figure 70 Lieux d'isolation de quelques cyanobactéries 96 
Figure 71 Mécanisme de la réponse SOS 102 
Figure 72 Les différents éléments structurels de LexA 103 
Figure 73 Changements conformationnels par la charnière de LexA 104 
Figure 74 Les deux conformations du monomère LexA 104 
Figure 75 Alignement de séquence de différents LexA 105 
Figure 76 Localisation cellulaire de LexA 106 
Figure 77 Site de fixation de LexA en amont du promoteur de hoxE 108 
Figure 78 Organisation de la région génomique de Nostoc sp. PCC7120 autour des clusters hox 109 
Figure 79 Le cycle de la sporulation chez B.subtilis 111 
Figure 80 Complexité du phosphorelais et rôle d'AbrB 111 
Figure 81 Ancienne structure du dimère AbrB proposée en 2000 112 
Figure 82 Structure du dimère AbrB et comparaison avec MazE et MraZ 112 
Figure 83 Structures du domaine AbrB, variations entre AbrB, Abh et SpoVT 114 
Figure 84 Structure d'AbrB de B.anthracis 115 
Figure 85 Interaction du tétramère AbrB avec l'ADN 116 
Figure 86 Les 3 possibilités d'interaction d'AbrB avec l'ADN (schéma) 116 



Page  | 18  

Figure 87 Changements conformationnels d'AbrB en interaction avec l'ADN 117 
Figure 88 Les 8 groupes de protéines de la superfamille d'AbrB 118 
Figure 89 Domaine PIN 119 
Figure 90 Mécanisme de l'addiction toxine/antitoxine de MazE/MazF 119 
Figure 91 Structure de la protéine MraZ possédant 2 domaines AbrB 120 
Figure 92 Le régulateur Sso7c4 de l'archée S.solfataricus 120 
Figure 93 Les CyAbrBs en 2008. groupes phylogénétiques, conservation des domaines AbrB en C-terminal, et 

de la cystéine en N-terminal 124 
Figure 94 Modélisation tridimensionnelle d'un CyAbrB 126 
Figure 95 Zoom sur les domaines AbrB des CyAbrBs, résidus conservés 126 
Figure 96 Régions géniques autour des AbrB1 et AbrB2 127 
Figure 97 Les CyAbrBs en 2013. Les groupes phylogénétiques de CyAbrBs, et les cyanos possédant une 

hydrogénase bidirectionnelle 128 
Figure 98 Site de fixation d'AbrB1 en amont du promoteur de hoxE 133 
Figure 99 Site de fixation d'AbrB1 et LexA en amont du promoteur de hoxE, positions des ARNs non-codants 136 
Figure 100 Les différents niveaux de régulation du gène au produit d'intérêt - L'approche Intégrative 139 
Figure 101 L'architecture du promoteur de l'opéron hox: sites de fixation de AbrB1, LexA et AbrB2 157 
Figure 102 Le mutant abrB1::Kmr/AbrB1+ 158 
Figure 103 Contenu pigmentaire d'abrB1::Kmr/AbrB1+ 158 
Figure 104 Contenu pigmentaire de Δa B  159 
Figure 105 Effet d'AbrB2 et LexA sur différentes régions promotrices en amont de hoxE 160 
Figure 106 Effet d'AbrB2 et LexA sur le promoteur de ssr2227 161 
Figure 107 Effet d'AbrB2 et LexA sur le promoteur de abrB1 163 
Figure 108 Effet de différents régulateurs sur le promoteur de abrB2 164 
Figure 109 Représentation du réseau de régulation qui contrôle l'expression de l'hydrogénase bidirectionnelle 

chez Synechocystis sp. PCC6803 165 
Figure 110 Production d'hydrogène de différents mutants des régulateurs de hox 166 
Figure 111 Spectre d'absorption du surnageant de culture de la souche sauvage et du mutant Δa B  en 

fonction du temps 169 
Figure 112 Le surnageant de culture du mutant ΔsigF 171 
Figure 113 Synaco clive les apo-caroténoides pour les transformer en rétinal 171 
Figure 114 Les espèces réactives de l'oxygène 176 
Figure 115 La voie de biosynthèse du glutathion 179 
Figure 116 Le stress oxydant oxyde le pool de glutathion et oxyde/glutathionyle les protéines 180 
Figure 117 Le processus de déglutathionylation par les Grx 180 
Figure 118 Modèle de la régulation redox du régulateur OxyR de E.coli 181 
Figure 119 AbrB2 existe sous au moins deux formes différentes chez Synechocystis sp. PCC6803 182 
Figure 120 Le modèle de la régulation post-traductionnelle de l'activité d'AbrB2 226 
Figure 121 Carte du métabolisme central - transcriptome de Δa B  227 
Figure 122 Carte du métabolisme central - transcriptome des souches réintroduites en allèle abrB2 sauvage ou 

C34S 228 
Figure 123 Carte des plasmides pSYSX et pSYSM - transcriptome de Δa B  229 
Figure 124 Carte des plasmides pSYSX et pSYSM - transcriptome des souches réintroduites en allèle abrB2 

sauvage ou C34S 230 
Figure 125 Réponse transcriptomique des gènes significatifs du régulon AbrB2 dans les souches réintroduites 

en allèle abrB2 sauvage ou C34S 231 
Figure 126 Réponse transcriptomique des gènes régulés négativement du régulon AbrB2 dans les souches 

réintroduites en allèle abrB2 sauvage ou C34S 232 



Page  | 19  

Figure 127 AbrB2 réprime les ARN non-codants autour du cluster hox 233 
Figure 128 Les différentes espèces AbrB2 détectées par western blot dans la souche WT+pFC1abrB2 235 
Figure 129 Représentation du réseau de régulation qui contrôle l'expression de l'hydrogénase bidirectionnelle 

chez Synechocystis sp. PCC6803 241 
Figure 130 Le modèle de la régulation post-traductionnelle de l'activité d'AbrB2 244 

 
Liste des Tables 

Table # Nom Page 

Table 1 Compositions élémentaires su système solaire, du soleil et de la Terre 33 
Table 2 Compositions élémentaires de l'océan et de l'atmosphère 34 
Table 3 Energies massique et densité d'énergie de quelques combustibles 35 
Table 4 Capacité de stockage d'hydrogène de certains hydrures métalliques 38 
Table 5 Les 4 types de bioproduction de dihydrogène 45 
Table 6 Les 4 groupes d'hydrogénases à [NiFe] 55 
Table 7 Les 5 groupes phylogénétiques de cyanobactéries 67 
Table 8 Les 5 groupes phylogénétiques de cyanobactéries (récent) 68 
Table 9 Caractéristiques de quelques phycobilines 75 
Table 10 Découverte des hydrogénases bidirectionnelles chez les cyanobactéries 84 
Table 11 Les sous-unités de l'hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis 84 
Table 12 Les variations transcriptomiques des gènes hox et des 3 régulateurs LexA, AbrB1 et 

AbrB2 en réponse à différentes conditions environnementales 135 

 
  



Page  | 20  

  



Page  | 21  

 
 

INTRODUCTION 
GENERALE 

 
 

CHAPITRE 1 
Cycle du carbone, Réchauffement climatique et Energies 

 

CHAPITRE 2 
L H d og e & les h d og ases 

 

CHAPITRE 3 
Les Cyanobactéries, Synechocystis sp. PCC6803, la photosynthèse 

& l h d og ase idi e tio elle 

  



Page  | 22  

  



Page  | 23  

CHAPITRE 1 
Cycle du carbone, Réchauffement climatique et Energies 
 

 

 

 
Ce premier chapitre décrit les enjeux énergétiques et environnementaux présents et à venir. Le 

cycle du carbone, le réchauffement climatique, les différentes ressources énergétiques actuellement 

e ploit es pa  l Ho e se o t i i vo u es et e p e ie  ila  a e la o lusio  de l i t t d u  
développement durable dans lequel les énergies photosynthétiques doivent tenir une place de choix. 

1- La photosynthèse : condition du développement de la vie sur Terre 
1-1- Créatrice de complexité chimique 

La photosynthèse est u  p o essus iologi ue ui utilise l e gie solai e, l eau et le dio de de 
carbone afin de créer des molécules plus complexes indispensables au fonctionnement des cellules. 

Le photos st e II apte l e gie solai e ia ses a te es photos th ti ues, les molécules 
u elles o tie e t atteig e t alo s u  tat e it , ha g es d e gie, et ette e gie est e suite 

utilis e pou  o p e la liaiso  hi i ue des ol ules d eau et e  e t ai e  p oto s et  le t o s 
est ette op atio  ui d gage le dioxygène). Ces électrons voyagent ensuite dans la cellule de 

o ple e p ot i ue à o ple e p ot i ue pa  e itatio  de ol ules, jus u à attei d e la fe do i e 
ui a t a s ett e ette e gie à diff e tes e z es ui s e  se i o t pou , à pa ti  des nutriments 

élémentaires : a o e, azote et souf e atu elle e t dispo i le da s l e i o e e t, e  les 
briques de la vie : acides nucléiques, acides aminés, sucres et lipides, avec quoi la cellule fabriquera ses 
membranes cellulaires, ses protéines et e z es et pou a ultiplie  so  pat i oi e g ti ue l ADN  
et ainsi se multiplier par division (une description plus détaillée du processus photosynthétique sera 
apportée dans le chapitre 3).  

Ces briques du vivant sont créées à partir de la seule énergie solaire, par tous les organismes 
autotrophes réalisant la photosynthèse oxygénique. L e gie solai e apt e pa  ces organismes se 
trouve alors emprisonnée dans chacune de leurs molécules. 

 
1-2- Source de toute vie sur Terre 

A a t la ie, il  a ait su  Terre que des atomes individuels, éventuellement réduits ou oxydés, 
la vie en a émergé très difficilement il  a plusieu s illia ds d a es, cherchant divers moyens pour 
assurer sa pérennité à partir des seules ressources minérales dont elle disposait. Puis le vivant a connu 
sa plus grande révolution lorsque la photosynthèse est apparue.  

La photosynthèse est le seul processus biologique terrestre qui a une balance de complexité 
hi i ue positi e, est à di e ui, tout o sid , « créée » des molécules. Là où tous les autres 
p o d s i a ts ûlaie t des ol ules pou  e  e  d aut es, là où les p e i es fo es de ie 
dépendaient des quelques molécules que le monde minéral seul avait pu fabriquer spontanément, la 
photosynthèse en créé à partir de la lumière du Soleil (virtuellement inépuisable).  

A compter de cette découverte, toute la Biosphère dépendra pour sa survie de ce processus 
biologique : les organismes hétérotrophes ont trouvé dans ces nouveaux organismes une nouvelle 
sou e d e gie i fi iment plus rentable et abondante. Le développement du monde hétérotrophe ne 
s est réellement développé de manière effi a e ue lo s u il a pu disposer des ressources 
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conséquentes apportées par la photosynthèse des organismes autotrophes. Ainsi, toute forme de vie 
terrestre voit dans chacune de ses cellules et ha u e de ses ol ules, oule  l e gie solai e apt e 
un jour par un organisme photosynthétique par le biais du processus de la chaîne alimentaire. S il e 
s agit pas de la ol ule o igi elle e t e, il s agit alo s d u e ol ule e ia la o so atio  
d u e ol ule de la photos th se.  
  

Figure 1 
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2- Le cycle du carbone, la formation du pétrole & le réchauffement climatique 
Comme décrit précédemment, avant la vie, et schématiquement, avant la photosynthèse, la 

majorité des atomes que contenait la planète Terre étaient présents sous leur forme élémentaire 

(carbone sous forme CO2 ou CH4, azote sous forme N2, soufre sous forme SH2 etc...). Lorsque la 

photosynthèse apparut, la vie commença à pouvoir transformer ce stock de molécules et à assembler 

ces briques en molécules plus complexes. Le cycle du carbone nous intéresse particulièrement parce que 

est so  tau  da s l at osph e à u  i sta t t ui d te i e la te p atu e d u e po ue. 
 

2-1- Dimension temporelle du cycle du carbone 
Le carbone atomique est devenu du carbone moléculaire 

La ua tit  d ato e de a o e su  
Te e est fi ie. Elle a pas a i  depuis la 
création de la Te e. A l o igi e, la 
te p atu e te est e tait t s le e. L eau 

tait pas p se te sous sa fo e li uide. La 
Te e ef oidissa t peu à peu, l eau a pu 
commencer à condenser, formant les océans 
et entrainant avec elle une grande partie du 
carbo e at osph i ue. L eau li uide pe it 
alo s l appa itio  de la ie. Les p e ie s 
organismes photosynthétiques apparurent 
e suite, et le a o e o te u da s l ai  
devint biomasse vivante, les atomes 
devinrent molécules plus complexes et vie. 
Cette nouvelle diminution du taux de carbone 
entraina une autre chute des températures 
et, couplée à différents évènements comme 
ota e t l aug e tatio  du tau  

d o g e da s l ai  pa  es es 
organismes, créa une atmosphère profondément différente à laquelle ces o ga is es taie t pas 
adaptés : di i utio  de la te p atu e et appa itio  d u e at osph e t s o da te o t e t ai  la 
mort en masse de ces organismes.  

 

Le a o e ol ulai e s’est et ouv  e foui et, ave  lui, le li at de l’ po ue 

Ces premiers organismes vivants qui avaient capté dans leur biomasse le carbone atmosphérique 
moururent et leurs cadavres en vinrent à couvrir le fond des océans. Les mouvements des sols 
recouvrirent la biomasse et finirent par isoler durablement ce carbone de la biosphère. Emprisonnée 
da s les sols, ette io asse a o e souff it d aug e tatio  de la p essio  et de la te p atu e et 
le carbone, autrefois aérien sous forme simple puis vivant sous forme moléculaire, devint alors 

Figure 2 

Figure 3 
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pétrole : de lourdes molécules o pos es d ato es de a o es li s e t e eu , ete a t da s toutes 
es liaiso s hi i ues de l e gie solai e o e t e. Le p t ole est pas u e essou e i ale, il 
s agit ie  d u e essou e organique, autrefois vivante. 

 
2-2- Dimension spatiale du cycle du carbone 

On le sait, le taux de carbone atmosphérique, influe directement la température globale (au 
même tit e ue d aut es ph o es o e les ou a ts a i s), notamment par le processus de 
l effet de se e et de aptatio  de haleu  les liaiso s hi i ues a o es CH et CO a so e t e  
effet très efficacement les rayonnements chauds et infra-rouges). La compréhension du cycle du 
carbone est donc un des leviers qui nous permettra de diminuer ce taux de carbone et peut-être 
espérer contrôler notre climat. 

En dehors de toute activité humaine, le carbone terrestre se partage entre 3 lieux :  
 L atmosphère sous forme de dioxyde de carbone CO2 ou de méthane CH4. C est le seul a o e 

ui pa ti ipe à l effet de se e et à la gulatio  li ati ue. Cette ua tit  de a o e est sta le 
lo s ue l os st e est lui aussi sta le et o -perturbé. 

 La biosphère sous forme de biomasse : lignocellulose des arbres, lipides membranaires et 
p ot i es de toutes les fo es de ie et ... Ce a o e solide e pa ti ipe pas di e te e t à l effet de 
serre. Cependant le carbone de la biosph e s ha ge e  pe a e e a e  le a o e atmosphérique 
via la photosynthèse des organismes autotrophes qui le fixent et la respiration des hétérotrophes qui 
en dégagent.  

 La lithosphère sous forme de pétrole, gaz naturel et charbon. Ce carbone là ne participe plus 
depuis  illia ds d a e à la régulation du climat.  

La ie s est adapt e p og essi e e t au li at ui oluait, fo a t petit à petit u  os st e 
stable. Néanmoins, ponctuellement, des variations soudaines du climat ont parfois entrainé e u o  
appelle aujou d hui les  grandes extinctions assi es d esp es. 

On remarque que sur ces 6 extinctions massives, toutes ont cette fois eu pour cause un facteur 
externe à la biosphère. La plus connue de ces extinctions, et la plus récente, est celle qui a vu la 
disparition des dinosaures. Les raisons présumées de cette extinction sont des activités volcaniques 
extrêmes sans doute o i es à la hute d u  ast oïde. Ces 2 phénomènes, ne dépendant pas de la 
moindre activité biologique, ont obscurcit le ciel, perturbant grandement la photosynthèse. La disparition 
de beaucoup de plantes entraina mécaniquement la disparition des organismes herbivores, puis des 
a i o es s e  ou issa t. Ne su u e t à es ou elles o ditio s de ie ue les quelques 
o ga is es ha og a ds u taie t les petits a if es, ui eu e t e suite la oie li e pou  o upe  
toutes les niches écologiques libérées.  

Un autre exemple marquant est la plus importante des extinctions massives (Permien-Trias il y a 
252 illio s d a nées), celle-ci vit la disparition de plus de 95% des espèces marines et 70% des espèces 
te est es. La aiso  est i i aussi d o igi e e t ieu e à la iosph e : la raison présumée en est la 
tectonique des plaques qui aurait refermé un océan. Changeant ainsi les courants marins qui régulaient le 
li at et eut ophisa t di i utio  de l o g e  les océans (M.Benton 2005, When life nearly died).  

O  etie d a de es atast ophes ue, depuis  illia ds d a es, les os st es o t o us  
remises à zéro, et u à ha ue fois l os st e s est effo d , o  pas de lui- e, ais à ause d u  
évènement hors de son contrôle, e t ieu  à l os st e. Nous i o s aujou d hui u e ème extinction 
de masse, et elle est, sur certains points, déjà plus grave que la pire des 6 précédentes, notamment en ce 
qui concerne le vitesse annuelle de disparition des espèces. 
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La température globale est 
en bonne partie déterminée par la 
quantité de carbone contenue 
dans les 2 première « sphères », et 
particulièrement dans la 
première : l at osph e.  

Depuis  illia ds d a es 
ce taux de carbone était 
relativement stable (bien que 
soumis à certains cycles 
périodiques), mais, depuis 
quelques décennies, les activités 
anthropiques déséquilibrent 
p ofo d e t l os st e et la 
régulation climatique en 
perturbant le cycle du carbone 
naturel (les flèches rouges sur la 
figure 4). 

E  utilisa t le p t ole et le ha o  depuis la olutio  i dust ielle, l Ho e a  u e 
o u i atio  e t e la lithosph e et l at osph e. Ce faisant, le pool de carbone que se partagent 
l at osph e et la iosphère est augmenté: l Ho e injecte chaque jour de plus en plus de carbone 
da s u  e d oit où il a ie  à fai e.  

En parallèle, l Ho e s assu e gale e t que ce carbone reste le plus nocif possible en 
l e p ha t de se fi e  da s la biosphère : en déforestant, la fixation du carbone est empêchée et le 
carbone reste dans la seule « sphère » où son impact est le plus important. L Ho e est en train de 
créer artificiellement une atmosphère carbonée, et mécaniquement plus chaude, que la Terre a ait 
pas o ue depuis des e tai es de illio s, oi e des illia ds d a es, avec tout ce que ça implique 
pou  l os st e ui  est plus adapt .  

L i g ieu -conseil Jean-Marc JANCOVICI estime à partir des données fournies par le 
G oupe e t I te atio al d Experts sur le Climat que la quantité de dioxyde de carbone a déjà 
aug e t  de plus de % depuis le d ut de l e i dust ielle. 

 
Le résultat de ce dérèglement se chiffre déjà : nous vivons en ce moment la 7ème extinction 

assi e d esp e, le tau  de disparition des espèces est évalué de 10 à 100 fois pire que celui des 6 
précédentes extinctions et la raison cette fois est bien liée à une activité « biologique » : le fait des 
Hommes.  
  

Figure 4 
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2-3- La société humaine et le confort modernes sont sous pe fusio  d e gie fossile puisa le 
Le confort est une notion ancienne, 

mais son sens moderne est devenu très 
différent de celui du passé. Autrefois il 
pou ait fai e f e e à l espa e ou au  
ornements dont on pouvait disposer, mais 
aujou d hui il fait f e e au ie -être et 
aux économies de corvées. L Ho e 
d aujou d hui est de e u de plus e  plus 
dépendant de son confort et de ses outils 
technologiques, et cette dépendance est 
tant physique que philosophique: par le 
confort de son habitat moderne, l Ho e 
se protège contre la rudesse de la nature 
sauvage tout en s éloignant de plus en plus 
de sa o ditio  d a i al se si le et f agile.  

Le confort moderne est le fruit des révolutions industrielle de 1750 et agricole de 1950. Ces 2 
évènements ont permis 2 booms consécutifs de la population mondiale et selon plusieurs prédictions 
de l ONU la populatio  o diale pou ait attei d e les  illia ds e   et les  illia ds e  . 
D aut es s a ios tudi s pa  l ONU e  fo tio  des d isio s politi ues p ises pa  les gou e e e ts 
prévoient que la population se stabiliserait ou encore connaitrait une diminution avant de se stabiliser. 
Quoi u il e  soit, il est aise la le ue les hu ai s du futu  se o t toujou s t s atta h s à leu  
o fo t, tout diff e t u il puisse t e de elui d aujou d hui. 

Ce confort moderne qui a permis le d eloppe e t de la so i t  hu ai e est epe da t pas 
un dû: la première condition de son existence, e ui l ali e te et le e d possi le, est l e gie. Il  
a pas d le t i it  sa s e gie, il  a pas d le t o age  sa s usi es ali e t es e  e gie, il  a 
pas de liberté de déplacement sans voitures ni sans l e gie e uise pou  la fai e a a e . Or cette 
énergie n est pourtant pas acquise et depuis  a s l hu a it  p l e ha ue a e so  énergie sur 
des réserves limitées et épuisables. 

En effet, avant 1750 et depuis la découverte du feu l hu a it  t ou ait son énergie 
principalement en brûlant du bois. Bois qui appartient à la biosphère et do t l utilisatio  à fai le 
échelle a ja ais ausé de problème environnemental notable, pas plus que permis de boom 
démographique. Par contre, depuis 1750 l Ho e pioche son énergie dans le charbon, le gaz et le 
p t ole. T ois essou es ui appa tie e t plus à la cette biosphère depuis près de 2 milliards 
d a es. Ce gai  de o fo t ue s est o t o  l hu a it  est ainsi u u e situation temporaire 
extraordinaire et en dehors du temps. De même que la biosphère est directement dépendante de 
l e gie solai e, la so i t  hu ai e est sous la pe fusion directe de molécules fossiles formées il y a 2 
illia ds d a es, et lo s ue ette essou e se ta i a, la so i t , si elle a pas olu  e t ete ps, 

disparaîtra avec (indépendamment des changements climatiques liés à la carbonation de 
l at osph e .  
 

2-4- U  li at ui pou ait s e alle  ? 

Dans une récente revue, Barnosky et al. 2012 ont rapporté différents indicateurs qui révèlent que 
l a ti it  a th opi ue a p ofo d e t pe tu  l os st e te est e da s so  e se le. Ils 
expliquent que la biosphère, si elle répondait comme les micro-écosystèmes connus pour rapidement 
dispa aît e au delà d u  e tai  seuil de solli itation, finirait par basculer elle-aussi irréversiblement 
e s u  ou el tat d uili e très différent de ce que la Terre connait depuis des lustres. Leur 

Figure 5 



Page  | 29  

indicateur le plus alarmant, le tau  d utilisatio  des sols pa  l Ho e t a sfo atio  d u  os st e 
naturel en surface urbaine ou agricole) dépassera le seuil de 50% des terres émergées dès 2025.  

Les auteu s s i ui te t fi ale e t du fait que, passé un certain seuil encore inconnu de 
solli itatio , le hauffe e t li ati ue fo  pa  l Ho e et les issio s de GES, pou ait lui aussi 
o aît e u  e alle e t i o t ôla le et p ipite  l os st e e s u  ou el tat d uili re 
p ofo d e t diff e t de elui au uel l Ho e et so  os st e so t adapt s. Cette hypothèse 
d u  e alle e t i e si le a ait jus ue-là jamais été évoquée dans les scénarios du GIEC qui ont 
toujours considéré que le réchauffement climatique serait linéaire et réversible si l o  s e  do ait la 
peine. 

Le Développement Durable : e ode de d eloppe e t ui affe te pas celui des générations 
futu es, de ie t ai si de plus e  plus u e uestio  de su ie. L Ho e doit apide e t t ou e  u  
moyen de s affranchir des énergies fossiles et carbonées. 

 

3- L E e gie 
3-1- Qu est- e ue l nergie ?  

En physique, l'énergie se mesure en joules (J) ou en watt par heure (W.h-1), est une mesure de 
la capacité d'un système à modifier un état. C est à di e sa apa it  à produire un travail qui va 
entrainer un mouvement, un rayonnement électromagnétique ou de la chaleur par exemple.  

La thermodynamique est l tude des t a sfo atio s ui fo t i te e i  l e gie the i ue: 
le premier principe de la thermodynamique  est celui de la o se atio  de l e gie. Selo  elui-ci, 
l'énergie ne peut ni se créer ni se détruire mais uniquement se transformer d'une forme vers une autre 
(principe de Lavoisier) ou être échangée d'un système à un autre (principe de Carnot). Le second 
principe est un principe de limitation : la conversion d'énergie d'une forme vers une autre n'est en 
général pas complète et une partie de l'énergie présente au départ est dégradée sous forme d'énergie 
cinétique désordonnée. Ainsi l e t opie, ui esu e le d so d e d u  s st e, e peu  ue oît e et 
tout s st e, uel u il soit, e iste u à la condition que son entropie augmente ou soit stable dans 
le as d u e t a sfo atio  pa faite. Cela a pou  o s ue e ue l e se le de l Univers, le seul 
système englobant tous les autres systèmes considérables, et ce depuis le big bang, tend vers 
l e t opie a i ale où le d so d e se a a i al et où plus au u e e gie e pou a s ha ge . A 
l helle universelle cette tendance s e te d ais e t, ais à l intérieur de cet univers, quelques 
phénomènes physiques e t de l o d e et peuvent, au premier abord, se le  alle  à l encontre du 
deuxième principe et de la di e tio  g ale de l U i e s. Le vivant en est un de ces exemples : 
Comment les êtres vivants peuvent-ils se o st ui e, oît e et ai te i  leu  o ga isatio , est à di e 

e  et ai te i  de l o d e, sa s di i utio  d e t opie? 
 

3-2- La vie & l énergie  
Même ces phénomènes, à première vue, ateu s d o d e, se déroulent dans des systèmes 

d e t opie positive. La atio  d o d e dans le vivant se fait effectivement au dépend de la 
o so atio  o ti ue d u  flu  e g ti ue qui le traverse et de la dissipation de chaleur dans le 

milieu extérieur. C est ette dissipatio  d e gie qui o stitue l augmentation entropique, et elle est 
plus grande que la diminution effectivement apparue grâce à la conversion de cette énergie.  

Ainsi, à l helle d u  o ga is e hétérotrophe la atio  d o d e se fait en utilisant les 
molécules de son alimentation comme source énergétique : l e gie hi i ue contenue dans les 
molécules consommées est libérée par les processus biologiques, l e gie est alo s o e tie e  de 
nouvelles molécules essai es à l o ga is e i a t atio  d o d e  et également en chaleur qui se 
dissipe (création de désordre). De plus, un organisme vivant hétérotrophe, même au repos, dissipe en 
pe a e e de l e gie de pa  les p o essus iologi ues ui se d oule t e  so  sei  (un être humain 
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au repos dissipe ainsi enviro   atts, soit auta t u u e a poule lassi ue , et il a constamment 
besoin d apport énergétique pour se maintenir.  

Pour les organismes dits « autotrophes », le principe est le même que pour les organismes 
hétérotrophes, sauf ue l entrée énergétique dans ces organismes ne provient pas de la 
o so atio  d e gie hi i ue sous fo e de ol ules, ais de l utilisation directe de l e gie 

lumineuse du soleil ui est o e tie pa  la photos th se e  ol ules se oi s d e gie hi i ue.  
De manière intéressante, la vie hétérotrophe est actuellement dépendante, en grande partie, des 

molécules crées par la photosynthèse, et do  de l e gie solai e. L e eptio  ta t o stitu e des 
uel ues i oo ga is es e t ophiles ui up e t l e gie chimique des molécules résultant 

de l a ti it  géochimique. 
Ainsi le système [biosphère] a bien une entropie positive : elle consomme et convertit de 

l e gie solaire ou géologique pour se maintenir et elle dissipe de la chaleur en le faisant, générant du 
désordre. Même la première loi de la thermodynamique est bien respectée par l ensemble du vivant : 
toute l e gie ui t a site da s l e se le de la chaîne trophique est initialement sourcée dans le 
soleil ou da s l a ti it  g ologi ue . La conséquence en est que tout phénomène qui altère l appo t 
d e gie au s st e se traduit extrêmement rapidement par un effet létal immédiat su  l os st e 
dès lors que les quelques stocks prévisionnels de chaque organisme sont consommés.  

La vie ne va ainsi pas à l e o t e totale des lois de la physique : elle y est totalement soumise. 
Les seules questions à son sujet ne concernent plus sa réalité, mais bien son origine et son but, qui 
restent énigmatiques au même titre ue l appa ition de l univers et de la matière.  

 
 
 

3-3- L ho e et l nergie  
Au même titre que le reste du règne vivant, l ho e est apa le de déployer de l e gie de lui-

même, avec son propre corps comme outil et son alimentation comme carburant, afin de transformer 
son environnement à sa guise et de garantir sa pérennité matérielle.  

Au fil de l Histoi e, l Ho e, simple animal, a déployé diverses astuces pour économiser sa 
propre énergie : le feu, les outils et la domestication sont autant de découvertes qui lui ont permis de 
mobiliser da a tage d e gie que son seul corps ne le lui permettait. Ces premières « économies 
d e gie » ue l o  peut ualifie  de « civilisatrices »  lui firent disposer de davantage de ressources 
énergétiques et de temps pour ne plus se concentrer ue su  l amélioration de ses conditions de vie. 
L e gie o o is e par les premières découvertes fut dédiée à l i agi ation de nouveaux moyens 
de récupérer e o e d a a tage d énergie dans la nature afin d aug e te  encore le confort matériel 
de l hu a it : il a appris à exploiter la force du vent puis la fo e de l eau.  

L i e tio  des machines thermiques fut, plus tard, un progrès remarquable de l e ploitatio  
initiale du feu. Ces a hi es pe ette t de t a sfo e  de l e gie hi i ue e  e gie the i ue 
puis en énergie mécanique. Cette énergie chimique, l Homme la trouvait initialement directement dans 
la biomasse végétale, et plus récemment dans les ressources fossiles (gaz, charbon et pétrole) qui ne 
so t ie  d aut e ue de la io asse g tale modifiée et dégradée par le temps et les forces 
tectoniques. 
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Notre monde civilisé actuel 

a pu apparaître et e iste e o e 
que g â e à l e ploitatio  
ingénieuse des énergies produites 
par des organismes vivants, actuels 
ou passés, et dans une moindre 
esu e pa  l eau et l ai  la pa t du 

fossile est effectivement ultra 
majoritaire : plus de 80% de 
l e gie p oduite ha ue a e 
voir fig6). 

 
 
 
 

3-4- Les énergies carbo-émettrices 
Cela fait donc bientôt 3 siècles que nous extrayons du sol le carbone moléculaire qui y est enfoui 

depuis des illia ds d a es. Nous ûlo s ces molécules carbonées (de gaz naturel, charbon ou 

pétrole) qui ont été créées par les premiers organismes photosynthétiques, et en faisant cela, nous 

simplifions ce carbone « moléculaire » (Cn) en carbone « atomique » (C1) par la réaction suivante :                                          

Principe : L e gie thermique issue de la combustion des hydrocarbures sert à faire bouillir de 
l eau do t la apeu  e t ai e des tu i es et des d a os pou  p odui e de l le t i it . C est le 
fonctionnement de toutes les centrales thermiques actuelles.  

Plus récemment de nouveaux types de centrales thermiques apparaissent et proposent 
d e ploite  des les the od a i ues diff e ts et ai si attei d e de eilleu s e de e ts 
énergétiques, tout en limitant les émissions de particules autres que le carbone.  

Limites : Ces améliorations, bien que nécessaires pour limiter les dégâts environnementaux, ne 
doivent pas faire perdre de vue la réalité de ce type de centrales : leur fonctionnement se base sur des 
essou es puisa les, de plus e  plus h es, p o l ati ues d u  poi t de vue géopolitique et dont 
l utilisatio  a u  effet très important su  l e i o e e t. 

Sur ce dernier point en effet, on voit que le problème de ce procédé réside dans le relargage 
atmosphérique d un CO2 ui a plus sa pla e da s la biosphère depuis longtemps. Cela cause déjà la 
7ème e ti tio  assi e d esp es, et le plus u ge t aujou d hui est de t ou e  u  o e  de fi e  e 
carbone. Certaines centrales proposent déjà de capter le CO2 sous-forme solide en sortie des centrales 
afin de limiter les émissions, mais cela reste une portion anecdotique des centrales, et cela ne règle de 
toute façon pas le problème de la future pénurie des combustibles. 

Comment pourrions-nous diminuer la dépendance aux énergies fossiles et leurs dégâts? En 
abaissant un standard de vie très énergivore? A l heu e a tuelle, les mentalités mondiales indiquent 
lai e e t ue ela est pas à l o d e du jou . En abaissant la consommation énergétique de nos outils 

quotidiens ? En e ploita t d aut es sou es d e gie? Ces deux pistes sont effectivement les plus 
privilégiées. 

 
 

Figure 6 
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3-5- Les énergies dites « propres » et « renouvelables » 
Ces e gies so t d ites o e telles a , da s l i o s ie t olle tif, elles e so t pas se s es 

émettre de CO2 lors du processus de produ tio  d e gie. Cepe da t pou  o e d e t e elles la 
p op et  elle est pas aussi g a de u esp e et certaines limites parfois inattendues se présentent. 

 
Solaire 
Principe : Les pa eau  solai es utilise t l e gie lu i euse du soleil pou  e  fai e de 

l le t i it . La te h ologie utilise des at iau  i o ga i ues t s outeu  à ase de sili iu  ui, sous 
l e itatio  des photo s, e t u  ou a t le t i ue.  

Limites : Ces panneaux solaires pourraient virtuellement être installés dans toutes les places 
ensoleillées de la planète, o e les d se ts, ais est alo s le p o l e de l a he i e e t de 
l le t i it  e s les lieu  où elle est o so e ui peut poser problème. De plus la production de ces 
pa eau  solai es est e o e loi  d t e e te, de e ue l e t etie . Au u des issio s de CO2, 
elle est pas eut e o  plus, ais elle este a a tageuse pa  appo t au  diff e ts t pes de 
centrales thermiques. 

Un autre i o ie t de ette te h ologie est so  i te itte e, la p odu tio  d le t i it  pa  
le solaire ne se fait que durant la journée et est plus efficace durant les saisons à ensoleillement 
a i al o e l t . Pou ta t o  le sait, les pi s de o so atio  électriques ont lieu la nuit pour 

l lai age et l hi e  pou  le hauffage. L e gie solai e essite do  de d plo e  d aut es appa eils 
permettant le stockage de cette électricité et, à ce jour, de tels accumulateurs (piles chimiques par 
exemple) présentent eux aussi de nombreux problèmes environnementaux. 

 
Eolien 
Principe : Cette e gie ise à di e te e t fai e tou e  des d a os sous l a tio  du e t.  
Limite : C est effe ti e e t u e des e gies les plus « carboneutres » existantes avec 

l h d auli ue et le u l ai e, ais tout o e pou  le solai e elle pose le p o l e de l i te itte e 
de la p odu tio  d le t i it . U  pa s ou u e gio  e peut pas d pe d e pou  so  e gie des al as 
du vent et cette électricité ne peut pas suffire pour se substituer seule aux centrales thermiques. Dans 
les faits, l i pla tatio  de ha ps d olie es s a o pag e toujou s de e t ales à gaz pou  lisse  
l i te itte e de la p odu tio  d le t i it  e te.  

 
Eolien off-shore 
Principe : Même principe que les éoliennes terrestres, mais installées en haute mer.  
Limites : Les détracteurs de ce système parlent surtout de la perturbation des écosystèmes 

marins, ou des voies maritimes. Les vents en pleine mers sont souvent plus puissants que les vents 
terrestres (moins d o sta les  ais la sali it  de l ai  e t aî e aussi des oûts d e t etie  li s à la 
ouille du at iel plus i po ta ts ue pou  l olie  te est e.  

 
Hydraulien/marémotrice 
Principe : L h d aulie  o siste e  la pose « d olie es sous-marines » qui tirent leur énergie 

des courants sous-marins ou des courants de marées.  
Limites : A l heu e a tuelle il e s agit ue de p otot pes. A p io i, les ou a ts a i s so t 

sou is à oi s d i termittences que les courants aériens, et cette technologie sera certainement 
i t essa te à l a e i . 
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Houlomotrice 
Principe :  Ces p o d s utilise t l e gie de la houle des agues pou  p odui e de l le t i it . Il 

s agit de dispositifs a i ues ui o e tisse t les o des des agues e  e gie. 
Limites : Encore au stade de prototypes, cette technologie est prometteuse mais peut présenter 

des p o l es pou  e tai es oies a iti es i po ta tes. Co e l e se le des te h ologies 
a i es et o a i ues, elle est ie  ide e t pas a essi le au  pa s o ti e tau  ui o t pas 

d a s à la e . 
 
Hydraulique 
Principe : La te h ologie des a ages ise à lo ue  le ou s d u e i i e et e  u e te tio  

d eau suffisa e t i po ta te pou  ue lo s de l ou e tu e des a es, la p essio  de l eau entraine 
des turbines et produise de l le t i it .  

Limites : Le p o d  et a priori pas de carbone, à part lors de la construction des 
i stallatio s. Mais la dest u tio  lo ale de l e i o e e t u il e t ai e pose un autre type de 
soucis : des forêts, pièges à carbone, sont noyées dans les lacs artificiels, et la faune et la flore des 
ou s d eau  so t profondément perturbées en amont et en aval des barrages. De plus, dans certains 

cas, les forêts noyées émettent de grandes quantités de méthane de putréfaction pendant des 
décennies. 

L aut e p i ipale li ite de la te h ologie est son potentiel de développement, en effet en 
Europe la quasi-totalit  des fleu es est d jà a e plusieu s fois et la te h ologie est d jà plus 
e te si le. Da s d aut es pa s où l i igatio  des ultu es est e core plus primordiale que sous les 
latitudes tempérées, de o eu  fleu es a i e t d jà plus à leu  e ou hu e e  aiso  des t op 
o eu  p l e e ts ui  so t faits. A te e, la uestio  d utilise  l eau pou  la p odu tio  

d e gie ou ie  d ali e ts is ue gale e t de se pose .  
 
Nucléaire 
Principe : L e gie u l ai e p opose d utilise  la adioa ti it  atu elle des ato es les plus 

lou ds p se ts su  ot e pla te. C est l i sta ilit  de e tai es a ia tes des ato es d u a iu  ue 
l o  utilise i i pou  p odui e de l le t i it . Ces atomes instables éclatent naturellement en dégageant 
des rayonnements et de la chaleur, chaleur alors utilisée pou  fai e ouilli  de l eau et e t ai e  des 
tu i es et p odui e de l le t i it . 

Limites : Ce p o d  et effe ti e e t pas de a o e lo s de l tape de p odu tio  
d e gie, il pou ait ai si se le  u e e elle te alte ati e pou  dui e les issio s de gaz à effet 
de se e. Mais epe da t il faut ga de  à l esp it ue le u l ai e e peut pas o  plus tre une 
solutio  du a le de p odu tio  d le t i it  ; même sans parler des risques extrêmes liés à la maitrise 
même de la technologie (les évènements de Fukushima, Three Miles Island et Tchernobyl), la raison la 
plus simple de cette non-durabilité est tout simplement la faible quantité de matière fissile existante 
sur Terre. 

Par contre, la question peut se poser de favoriser le nucléaire par rapport aux centrales 
thermiques comme énergie de transition, a a t d a oi  d ou e t u e énergie verte du futur. Le 
dilemme posé ici en est de savoir choisir entre la peste et le choléra. Le nucléaire présente des risques 
inacceptables pour certains, dont les dégâts éventuels restent a priori géographiquement contenus 
uoi u il se le ue les ou a ts a i s aient apporté de la radioa ti it  su  l e se le de l o a  

pacifique), alors que le thermique présente un autre type de risques : un réchauffement climatique 
glo al, au  o s ue es i diates et ui s agg a e t ha ue a e. 
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Biomasse/combustion 
Principe : La filière Biomasse vise à faire pousser des arbres, puis les transformer en granules 

pour les brûler dans des centrales thermiques. La conversion de cette biomasse ligno-cellulosique en 
bioéthanol est également possible et pourrait apporter une alternative au pétrole et aux biocarburants 
a tuels ui so t e  o p titio  a e  l ali e tai e. Coupl  à u e e ploitatio  du a le des fo ts, es 
procédés sont considérés par beaucoup comme carboneutres en émissions de CO2 et connaissent une 
croissance exponentielle, notamment au Canada. 

Limites : Pourtant, cette filière ne devrait pas être considérée comme carboneutre. Un récent 
rapport de Greenpeace, dont une partie des allégations ont été confirmées par le CNRS, met en 
évidence le fait que cette carboneutralité est fi ti e. Le p i ipe jus u alo s i o u  pa  les i dust iels 
pour cette carboneutralité est le fait que, théoriquement, tout le carbone qui transite par cette filière 
est en circuit fermé : le carbone émis lors de la combustion serait ensuite refixé dans les nouvelles 
plantes qui poussent. En réalité les étapes de transformation et de récolte de la biomasse émettent du 
a o e, e ui est a e e t p is e  o sid atio  et est pas gligea le. Et de plus les pa ti ules 

issues de la combustion de bois vert sont beaucoup plus néfastes que celles issues de la combustion du 
carbone fossile. La fi atio  du a o e pa  les fo ts est aussi u  p o essus ui est elle e t 
effi a e u à pa ti  d u  e tai  âge des fo ts, oup es t op jeu es, le gai  e  fi atio  de carbone est 
trop faible pour créer un cercle vertueux. 

Tous les arbres coupés en 2008 dans quatre provinces canadiennes, représentant 47 millions de 
t es u es, o t seule e t o t i u  à hauteu  de ,  % de la p odu tio  totale d e gie p i ai e 

(chauffage et électricité) du pays. Et pour fournir ne serait-ce que 15 % de la production électrique 
canadienne, il faudrait donc ûle  l ui ale t de tous les a es oup s e   au Ca ada  
millions de m3). Quant au biocarburant, plus de 560 000 arbres devraient être coupés quotidiennement 
pou  p odui e assez d' tha ol pou  ali e te  l e se le des oitu es a adie es. 

L ONG appelle epe da t ue ette fili e este p f a le au  fili es du the i ue fossile. 
 
Géothermie 
Principe : Colle te  l e gie the i ue du sol afi  de l utilise  di e te e t hauffage  ou pou  la 

convertir en énergie mécanique/électrique. Des forages typiques pour accéder aux fortes chaleurs sont 
de l o d e de  . 

Limites : Cette technologie est a priori déployable partout, mais elle l est su tout da s les pa s à 
forte activité volcanique pour des raisons de moindre coût et de meilleure rentabilité (forages moins 
i po ta ts , le eilleu  e e ple de pa s e ploita t la g othe ie est l Isla de ui p oduit plus de % 
de so  le t i it  à pa ti  des seules te h ologies h d auli ues et g othe i ues. C est gale e t le 
seul pa s où la p odu tio  d h d og e est pas t op oûteuse, et e g â e à ette e e gie 
géothermique (la p o l ati ue de l hydrogène sera détaillée dans le prochain chapitre). 

 
Osmotique 
Principe : e p o d  d plo a le u i ue e t au  e ou hu es de fleu es, p opose d e ploite  

l e gie os oti ue d gag e pa  le la ge d eau dou e et d eau sal e au t a e s d u e e a e. 
L os ose génère une surpression lors ue l eau dou e dilue l eau sal e e  t a e sa t la e a e, 
l aug e tatio  de p essio  est alo s utilisable pour actionner une turbine et produire de l le t i it . 

Limites : le potentiel de développement de cette technologie est limité par le nombre 
d e ou hu es de fleu es li es o e ui di i ue à ause de l i igatio  croissante et de la 
sécheresse). La compagnie norvégienne Statkraft, qui développe la technologie en partenariat avec 
l UE, esti e la apa it  o diale à e i o  la oiti  des besoins énergétique de la Chine. 
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3-6- La nécessité du Développement Durable et des énergies propres 

 
La figure 7 montre les émissions de carbone par 

kWh de quelques unes des filières précédemment 
détaillées. Il ressort de ce panel que les technologies 
énergétiques les plus largement utilisées actuellement 
(fossile) sont également les plus émettrices de carbone 
(près de 1 kg de CO2 par kWh, soit 1 kg de CO2 pour 10h 
de fo tio e e t d u e a poule de W .    

La plupart des énergies renouvelables les plus 
utilisées à ce jour présentent un meilleur bilan carbone, 
mais restent néanmoins carbo-émettrices et dans certains 
cas seulement carboneutres. Résoudre le problème de la 
di i utio  de l a u ulatio  du CO2 da s l at osph e 
passe donc par une diminution du recours aux énergies 
très carbonées et par privilégier celles qui émettent peu, 
voire pas du tout. 

 
Dans ce contexte, les énergies photosynthétiques constituent un grand espoir : elles auraient le 

dou le a a tage d assu e  u e e gie à la fois renouvelable et durable e  plus d t e p ati ue e t 
carboneutres. Elles ne nécessitent pour être produites pratiquement  ue de l eau, des te es, du CO2 
et du soleil. De plus, dans le cas des organismes photosynthétiques algaux, les besoins en terres 
arables sont contournés ou carrément ignorés: les algues peuvent être cultivées en hautes mers, en 
bassins ouverts ou en photobioréacteurs, e t a t ai si pas e  o p titio  a e  la p odu tio  
alimentaire. 

L aut e i t t de ces technologies photosynthétiques est leu  g a d pote tiel d a lio ation par 
les génies agronomique et g ti ue. La p odu tio  d e gie et/ou de io a u a t à pa ti  de 
plantes et al.gues est e  effet a lio a le depuis la ati e p e i e jus u au p o d  fi al, alo s ue 
pou  toutes les aut es fo es d e gies, la ati e p e i e est pas « améliorable » pa  l Ho e 
l eau, le e t, le soleil et les essou es fossiles e peu e t t e odifi es .  

 
Quoi u il e  soit, la ou e d a u ulatio  du CO2 da s l at osph e e pourra jamais 

s i e se  a e  les seules te h ologies ue ous o aisso s aujou d hui: o e t fi e  du CO2 alors 
que toutes les énergies sont carbo-émettrices ou carbo-neutres et que les surfaces forestières 
mondiales ne font que diminuer année après année? A l e eptio  ota le de la F a e où la su fa e 
forestière augmente de 70 000 ha chaque année depuis 1980. source : i ist e de l ag i ultu e  

En attendant le jour où la s ie e pe ett a de p odui e de l e gie à pa ti  de la io asse 
végétale sa s u o  ait à la brûler et do  d a oi  des p o d s e g ti ues « carbo-fixateurs », le 
contexte de pénurie des énergies fossiles impose de toute manière de s orienter vers les technologies 
photosynthétiques renouvelables.  

 
Le développement des bioénergies est ainsi un enjeu actuel fort. Parmi ces bioénergies, on 

trouve bien entendu les biodiesels et le bioéthanol, mais également le biohydrogène, molécule qui fait 
l o jet du p o hai  chapitre. 

Figure 7 
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CHAPITRE 2 
L H d og e & les hydrogénases 
 

 

 

 

 

 

Ce chapitre traite du dihydrogène : une molécule simple mais rare, porteuse de nombreuses 

solutions qui demande de relever de nombreux défis technologiques. Seront évoqués : les différentes 

utilisations actuelles et futures de cette molécule ainsi que ses principaux modes de production : 

physicochimiques et biologiques. Je ett ai l a e t p i ipale e t su  les voies métaboliques et 

notamment sur les enzymes impliquées dans ces voies de production biologiques. Je terminerai sur 

l i t t de poursuivre des recherches sur la photop odu tio  d hydrogène grâce à des organismes 

photosynthétiques et en particulier à partir des cyanobactéries. 

 

 

1- Abondance de l h d og e 

L h d og e H  est l ato e le plus a o da t de l U i e s : 71 % en masse et 91 % en nombre 
d'atomes. Pour cause : est la o figu atio  ato i ue la plus si ple e ista t : un seul proton 
contrebalancé par un seul électron, et aucun neutron. 
 

 

Composition du Système Solaire Composition du Soleil Composition de la Terre 

Elément Symbole %(mole) %(masse) Elément Symbole % (masse) Elément Symbole % (mole) % (masse) 

Hydrogène H 91,01% 70,84% Hydrogène H 73,46% Oxygène O 48,24% 29,66% 

Hélium He 8,87% 27,63% Hélium He 24,85% Magnésium Mg 16,41% 15,38% 

Oxygène O 0,05% 0,59% Oxygène O 0,77% Silicium Si 15,01% 16,08% 

Carbone C 0,03% 0,30% Carbone C 0,29% Fer Fe 14,81% 31,86% 

Azote N 0,01% 0,11% Fer Fe 0,16% Aluminium Al 1,53% 1,59% 

Néon Ne 0,01% 0,16% Néon Ne 0,12% Calcium Ca 1,11% 1,71% 

Silicium Si 0,00% 0,07% Azote N 0 ,09% Nickel Ni 0,80% 1,82% 

Magnésium Mg 0,00% 0,05% Silicium Si 0,07% Hydrogène H 0,67% 0,03% 

Fer Fe 0,00% 0,12% Magnésium Mg 0,05% Soufre S 0,52% 0,63% 

Soufre S 0,00% 0,04% Soufre S 0,04% Chrome Cr 0,23% 0,47% 

Table 1 
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Pou ta t su  Te e o  e  trouve que 0,67% en nombre (8ème rang) et 0,03% en masse (16ème 

rang) et quasiment jamais sous sa forme diatomique H2 : la quasi-totalit  de l h d og e se p se ta t 
sous la forme de composés chimiques hétérogènes comme les hydrocarbures (CnHm , l eau H2O) ou 
d aut es ol ules plus o ple es e o e. 

Au fi al la p opo tio  d H2 atu elle e t p se te su  Te e est g ale e t d o igi e 
biologique (par des archées hydrogénogènes) et est infinitésimale : 0,55 ppmv, soit environ 0,000055% 
e  olu e de l at osphère terrestre. La raison de ce faible taux est due principalement à son faible 
poids (2g/mol) qui en fait la molécule la moins retenue par la gravité Terrestre, la laissant s happer 
e  pe a e e de l at osph e e s l espa e i te sid al. 

 
 

2- Quelques caractéristiques du dihydrogène 

L ato e d h d og e e p se ue  
gpar mole (1 mole correspondant à 
NAvogadro=6,02 1023molécules) et la molécule 
de dihydrogène, la plus simple de toutes les 
molécules, 2 gpa  ole. L h d og e e iste 
naturellement sous la forme de 3 isotopes 
principaux : le protium 1H (99,985% de tout 
l h d og e , le deuterium 2H (0,015%) et le 
tritium 3H (traces), ce dernier étant le seul des 
trois isotopes à être radioactif. Le tritium 
serait fréquemment utilisé pour « améliorer » 
l effi a it  des o es à fissio  u l ai es. 
D aut es isotopes ont également pu être 
synthétisés en laboratoire 4H et 7H. 

Le dih d og e a le deu i e plus as poi t d ullitio  de toutes les substances (devancé 
seule e t pa  l H liu  : à pression atmosphérique, il est liquide en dessous de 20 Kelvin et solide en 
dessous de 14 Kelvin. 

Le dihydrogène (H2) fo e u e i tu e e plosi e a e  l ai  d s lo s u il attei t des 
concentrations comprises entre 4 et 74% et e la ge est sus epti le d e plose  spo ta e t sous 

Co positio  de l Océan Co positio  de l Atmosphère (sèche) 

Elément Symbole % (masse) Gaz Symbole % (volume) 

Oxygène O 85,84% Diazote N2 78,08% 

Hydrogène H 10,82% Dioxygène O2 20,95% 

Chlore Cl 1,94% Argon Ar 0,93% 

Sodium Na 1,08% Dioxyde de Carbone CO2 0,04% * 
(392ppmv) 

Magnésium Mg 0,13% Néon Ne 18,18ppmv 

Soufre S 0,09% Hélium He 5,24 ppmv 

Calcium Ca 0,04% Méthane CH4 1,75 ppmv 

Potassium K 0,04% Krypton Kr 1,14 ppmv 

Brome Br 0,01% Dihydrogène H2 0,55 ppmv 

Carbone C 0,00% Eau H2O + 1-4% 

Figure 8 

Table 2 
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l effet de la haleu , d u e ti elle ou de la lu i e du soleil. Sa te p atu e d autoi fla atio  
da s l ai  et de °C.  

Son enthalpie de combustion est relativement élevée (-286kJ/mol) et sa combustion 
exothermique a e  l o g e de l ai  e t aî e ue la p odu tio  d eau :                                 

 

3- Les diverses utilisations de la molécule de dihydrogène 
Elle p se te eau oup d utilisatio s pote tielles : soit en tant que combustible classique, ou bien 

en a u a t au sei  d u e pile à o usti le, ou encore comme réactif chimique et comme vecteur 

énergétique.  

 

3-1- L h d og e o usti le 
3-1-1- Un carburant classique 
D u e e tai e a i e, la ol ule de dih d og e peut être considérée comme un 

hydrocarbure sauf u il e comporte pas de carbone et peut être directement utilisé dans des moteurs 
à e plosio  lassi ue pou  g e  de l e gie a i ue pa  e e ple da s u  hi ule ou toute 
autre machine thermique). Le bila  de la o ustio  d u  h d o a u e d jà o u  au chapitre 1):                                  

 
Devient alors avec n=0 :             

 
Le dih d og e est ai si le seul a u a t do t la o ustio  e g e ue de l eau et de 

l e gie et absolument aucune trace de dioxyde de carbone 
D u  poi t de ue e g ti ue, le dih d og e est le a u a t ui p se te la plus g a de 

e gie assi ue de tous. C est u e o s ue e de so  t s fai le poids ol ulai e g. ol-1 . C est 
pour cette raiso  u il a lo gte ps t  le a u a t de hoi  de l a o auti ue et de l a ospatiale : à 
poids gal o  t a spo te ,  fois plus d e gie a e  de l h d og e u a e  d aut es a u a ts.  

A l i e se, d u  poi t de ue olu i ue, l h d og e p se te la plus faible densité volumique 
d e gie de tous les a u a ts. Cela est ota e t dû au fait ue l e gie est o te ue da s la 
liaison chimique entre les atomes de la molécule. Dans le cas des hydrocarbures, davantage de liaisons 
chimiques par molécule existe t, ai si, e si l ato e de a o e est eau oup plus lou d ue 
l ato e d h d og e, il peut po te   liaiso s hi i ues là où l ato e d h d og e e peut e  e  
u u e. La o s ue e di e te de ette p op i t  est ue le sto kage d e gie sous forme de 

dih d og e li uide est app o i ati e e t  fois plus de a deuse d espa e ue pou  u  aut e 
carburant liquide comme le diesel, tout en étant environ 2,5 fois plus léger. 

Densité d'énergie 
 Liquide Gaz (1atm, 15°C) 
Hydrogène 8491 MJ/m3 10050 kJ/m3 
Méthane 20920 MJ/m3 32560 kJ/m3 
Propane 23489 MJ/m3 86670 kJ/m3 
Gazole 31150 MJ/m3 - 
Diesel 31435 MJ/m3 - 
Méthanol 15800 MJ/m3 - 

 

énergies massiques 
(25°C, 1atm) 

Hydrogène 141,86 kJ/g 
Méthane 55,53 kJ/g 
Propane 50,36 kJ/g 
Gazole 47,50 kJ/g 
Diesel 44,80 kJ/g 
Méthanol 19,96 kJ/g 

Table 3 
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Cette utilisation du dihydrogène comme combustible dans des véhicules ou des machines 
the i ues p se te epe da t de s ieu  i o ie ts, ais ui se le t e  passe d t e le s. Le 
premier, est sa e ta ilit  d e a te e  o pa aiso  d aut es o usti les. Le o st u teu  BMW 
se le epe da t a oi  t ou  u e piste d a lio atio  : au lieu d utilise  u  oteu  à esse e, u  
moteur diesel a été modifié, en rajoutant à la compression élevée propre à cette technologie un 
allu age pa  ti elle. Le e de e t o te u est ai si de %, soit eilleu  u u  tu o-diesel, et se 
rapproche également des 50% de rendement de la pile à combustible (prochain paragraphe). 

 
Note : L i o ie t ajeu  des hi ules ou des appareillages fonctionnant grâce au 

dihydrogène réside dans le stockage de la molécule, que ce soit par sa volatilité ou son volume, celui-ci 
représente un défi technologique majeur, mais ce défi est le même pour toutes les utilisations 
envisagées du dihydrogène. 

 

3-1-2- La pile à combustible (pile à hydrogène) 
La Pile à combustible est une technologie découverte en 1838 par le scientifique allemand 

Ch istia  F ied i h SCHOMBEIN, il d i it à ette po ue u e pile ui g ait de l le t i it  à pa ti  
d a ide sulfu i ue et d eau. 

La technologie de pile à combustible (Fuel Cell e  a glais  est pas sp ifi ue au dih d og e, 
elle peut faire référence à plusieurs combustibles différents comme le méthanol, mais ici je traiterai 
uniquement le cas de la pile à o usti le à h d og e. Pa  o odit  de la gage j appellerai à partir 
d i i « Pile à Combustible » ou « PAC » cette pile à hydrogène. 

La Pile à Co usti le est u e te h ologie e a ua le à o ditio  d a oi  u  se oi  de 
combustible approprié (qui pose les e p o l es ue pou  l utilisatio  de l H  o me carburant 
simple). Elle peut être utilisée sur tout support mais elle a été majoritairement présentée à ce jour au 
public comme le mode de propulsion des voitures du futur. La pile à combustible devra constituer une 
alternative future aux actuelles batteries à Lithium-ion dans les voitures électriques de demain. 

Le fonctionnement de la pile à combustible est assez simple, elle est constituée de 3 parties : 
l a ode, l le t ol te et la athode. L ensemble des réactions chimiques se produisant dans une pile à 
combustible conduisent au bilan :                                       A l a ode se p oduit l o datio  de l h d og e, 

généralement catalysée par une très fine poudre de 
Platine (Pt) :                   A la athode est la du tio  de l o g e ui se 
produit, catalysée par du ni kel ou d aut es atal seu s à 
base de nanomatériaux :                        Les protons (cations dans les autres PAC) sont 
attirés par la athode et t a e se t l le t ol te. Cette 
membrane échangeuse de cations est  imperméable aux 
électrons qui doivent passer par un circuit électrique 
pa all le a a t de ejoi d e la athode. C est e ou a t 
d le t o s ui  l le t i it  da s les PAC. 

A plei e ha ge, u e PAC peut g e  jus u à , V 
de tension et un courant assez faible. De meilleurs Figure 9 : Schéma de Pile à Combustible 
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courants peuvent être obtenus en montant plusieurs PAC en dérivation, ou de meilleurs voltages si on 
les monte en série. 

Les i dust iels de l auto o ile p se te t guli e e t des p otot pes de hi ules 
fo tio a t à l aide de PAC, la te h ologie est totale e t fo tio elle ais se heu te à de g os 
soucis techniques. 

On relève ainsi que la PAC nécessite une membrane polymère encore très coûteuse, mais surtout 
u elle essite de g a de ua tit s de atal seu s de Plati e, tal p ieu  et he , ais su tout 

très rare : Il faudrait environ 15 fois la production actuelle de platine pour pouvoir constituer un 
ou eau pa  auto o ile uip  de PAC. L i dust ialisatio  des PAC est ai si i e isagea le ta t ue 

des substituts aux catalyseurs de Platine ne seront pas découverts. Comme explicité précédemment, le 
stockage du combustible dihydrogène est également un souci important des PAC. 

 
3-2- Le dihydrogène vecteur énergétique 

Le principal souci de la plupart des énergies renouvelables réside dans leur caractère transitoire. 
C est et aspe t ui est p o l ati ue pou  leu  g alisatio  a  les a ti it s a th opi ues ne 
peuvent dépendre des aléas naturels. 

Certains scientifiques imaginent dès lors un lissage de la production énergétique issue de ces 
e gies e ou ela les pa  l i te diai e du e teu  e g ti ue ue o stitue ai le dih d og e. A 

la diff e e de l le t i it  ui est i sto ka le pa  atu e et doit t e o so e da s l i sta t où 
elle est produite, le stockage chimique dans une molécule de dihydrogène pourrait être une solution 
ala le ta t do  ue la up atio  de l e gie sto k e da s la ol cule se ferait par une 
o ustio  p op e est à di e sa s CO2) par exemple dans une pile à combustible.  

Dans un tel modèle, le dihydrogène ne serait plus considéré comme une ressource énergétique, 
ais ie  o e u  e teu  e g ti ue do t l utilisatio  e g e ait ue de l eau. La o e sio  

de l e gie e ou ela le ou o  e  H2 se fe ait au o e  d u e des thodes d ites au p o hai  
pa ag aphe e tai e e t l le t ol se de l eau . 

Cette pe spe ti e i t essa te d utilisatio  du dih d og e soulève également la question 
cruciale du stockage de la molécule. 

 
3-3- Le stockage du dihydrogène 

Comme explicité plus haut, le stockage du dihydrogène est un défi technologique en lui-même, 
Les p i ipau  p o l es ue l o  peut appo te  so t les ph o es de corrosion dus à la molécule 
d H  ui te d atu elle e t à fo e  des liaiso s hi i ues a e  p es ue tous les aut es ato es 
existant, ainsi que sa très petite taille qui lui permet de se faufiler dans la plupart des mailles cristalline, 
et donc de presque toujou s pou oi  s happe  d u  se oi . 

Bie  ue le sto kage de l h d og e soit u  d fi pou  o e de fili es i dust ielles, est 
e o e da s les i dust ies auto o iles et p t oli es ue l o  t ou e les p i ipales a a es. 

À ce jour, trois grandes voies de stockage de l'hydrogène sont envisagées: 
 Le stockage comprimé 
 Le stockage liquide 
 Le stockage moléculaire 

 
3-3-1-1- Le stockage comprimé 

C'est la forme la plus commune de stockage du dihydrogène. 
Le stockage gazeux sous forme comprimée (actuellement 350 bar) permet d'atteindre une 

densité massique satisfaisante avec des réservoirs composites. La densité volumique de stockage reste 
faible: une pression de 700 bars est inévitable pour rendre la technologie compétitive. 
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La technologie existe et est couramment utilisée. Son inconvénient réside dans l'énergie 
nécessaire à la compression et dans la faible efficacité en termes d'encombrement en comparaison aux 
autres méthodes. Cet encombrement est une des difficultés pour l'utilisation du dihydrogène sous 
forme de gaz comprimé dans les applications automobiles. 

Le CEA pa ti ipe gale e t à l i dust ialisation de rése oi s d h d og e oi s o eu  ia le 
p ojet eu op e  Sto H . Cette te h ologie ise à o p i e  l h d og e sous a s da s u e o ue 
en fibre de a o e e tue d u  pol e i o a t appel  « liner » ui assu e l ta héité, le projet 
a itio e de fai e passe  le p i  d u  se oi  de L de € à € d i i à . 

 
3-3-2- Le stockage liquide cryogénique 

Le stockage liquide à 20 K (-253 °C) sous 10 bars permet d'atteindre des densités volumique et 
massique intéressantes mais nécessite des réservoirs à l'isolation thermique poussée afin de minimiser 
l'évaporation. La technologie existe actuellement et a une meilleure efficacité volumique que pour le 
gaz o p i , ais l e o e e t o s ue t des e ei tes isola tes ie t pa fois o t e ala e  
cet avantage. 

Le oût e g ti ue de la li u fa tio  de l h d og e est e o e t s le  puis u il ep se te 
e i o  de  à % de l e gie ue p odui a l h d og e e  utilisatio , et la déperdition en 
utilisation réelle est malheureusement très importante (actuellement 1,25 pour mille par heure), 
pénalisant fortement le stockage au-delà d'une semaine. 

Cette technique de stockage est la plus communément utilisée pour les applications spatiales où, 
alg  le fai le d lai de ise e  œu e, le e plissage est o ti u jus u'au de ie  o e t. Pa  

ailleurs, BMW a d elopp  pou  ses futu es oitu es des se oi s d h d og e li uide à -253°C 
capables de conse e  l h d og e sa s t op de pe tes g â e à u  se oi  o stitu  de deu  o ues 
d a ie  s pa es pa  du ide.  

 
3-3-3- Le stockage en hydrures métalliques 

Les atomes d'hydrogène peuvent également être stockés dans certains composés métalliques : le 
dihydrogène est récupéré en chauffant ou en diminuant la pression du matériau. Le stockage sur des 
substrats sous forme absorbée, notamment sur des hydrures métalliques, présente une densité 
olu i ue d h d og e t s i t essa te ais u e de sit  assi ue fai le. Cela peut être avantageux 

dans certains cas, mais problématique pour les applications spatiales par exemple. 
Cette technique est aujourd'hui assez mal maîtrisée. Elle a l'inconvénient de demander un 

dihydrogène extrêmement pur afin d'éviter de détruire la 
capacité d'absorption des hydrures. Le chauffage pour 
récupérer le gaz est également un handicap énergétique. 
Ce type de stockage, qui continue de faire l'objet de 
recherches, est au stade du développement industriel et 
certains projets démonstrateurs sont prévus, comme par 
exemple avec la start-up McPHy, spin-off du groupe Air 
liquide, qui développe la technologie utilisant les hydrures 
de magnésium. 

Capacité de stockage de certains hydrures  
 
 
 
 
 

Hydrure 
Pourcentage de dihydrogène 

contenu (en masse) 

LaNi5H6,5 1,4 % 
ZnMn2H3,6 1,8 % 
TiFeH2 1,9 % 
Mg2NiH4 3,6 % 
VH2 3,8 % 
MgH2 7,6 % 

Table 4 
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3-4- L h d og e a tif hi i ue 
Out e les utilisatio s li es à l h d og e a u a t et à so  sto kage, le dih d og e est 

également un réactif précieux et répandu des industries chimiques et agroalimentaires. Ces 2 dernières 

utilisations sont ici évoquées. 

 

3-4-1- H d og atio  atal ti ue pou  l i dust ie hi i ue 
Cette réaction chimique largement utilisée par les industries chimique et pharmaceutique  

permet de désaturer des liaisons C=C en liaisons CH-CH. L h d og atio  a t  d ou e te e   pa  
une chimiste français : Paul SABATIE‘. Il d ou it ue l additio  de t a es de i kel Ni  à u  la ge 
d h d o a u es gazeu  pe ettait d  fa ilite  l additio  d h d og e. Il fut récompensé du prix Nobel 
de Chimie en 1912. 

Cette a tio  est assez si ple à alise  u e fois pass  le seuil e g ti ue a  elle s e t etie t 
pa  e othe i it . La a i e e g ti ue i itiale, due à la g a de sta ilit  de la ol ule d H2, se 
franchit en chauffant à plus de 480°C ou par catalyse. Dans la pratique la réaction se fait sous 3 atm et 
nécessite, e  plus de la sou e d h d og e H2, u  atal seu  à ase d u  tal du g oupe du Plati e 
(Platine Pt, Palladium Pd, Rhodium Rh ou Ruthénium Ru), ces métaux sont rares et chers mais 
pe ette t d o o ise  g a de e t e  hauffage de a tio . 

Certains catalyseurs, ont été développ s pou  se i  d alte ati e plus o o i ue. Ces 
catalyseurs peuvent cependant être moins efficaces ou plus lents, par exemple le nickel de Raney est 
oi s he  ais s utilise e s at  et °C. Le hi iste est sou e t o f o t  à u e p o l ati ue 

multiple : il doit sélectionner un catalyseur qui permette le meilleur compromis sur plusieurs 
conditions, parfois antagonistes : 

- u  o  e de e t d h d og atio  
- une température de chauffe pas trop élevée pour éviter les dépenses inutiles et surtout 

pour éviter de dégrader les molécules fragiles 
- un minimum de temps de réaction pour éviter de chauffer trop longtemps inutilement 
- un coût de catalyseur pas trop élevé 
- le catalyseur doit être en conditionnement adéquat  
- l i f ast u tu e doit pou oi  suppo te  les o ditio s de l h d og atio  
- le conditionnement du catalyseur (phase homogène ou hétérogène) doit être en accord 

a e  l utilisatio  ui se a faite de la ol ule fi ale. 
 
 
Le a is e de l h d og atio  atal ti ue se d oule 
en plusieurs étapes : 
1-2 : adso ptio  de l H2 sur la surface catalytique, 
a ti atio  des o itales ol ulai e de l H  à u  i eau 
plus réactif. 
3 : approche de la liaison insaturée du dihydrogène activé 
4 :  interaction entre les orbitales moléculaires des 2 
espèces chimiques : création de nouvelles liaisons 
chimiques 
5 : décrochage de la surface catalytique. 
 
 
 
 

Figure 10 
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3-4-2- Hydrogénation atal ti ue pou  l i dust ie ag oali e tai e 
L h d og atio  da s l i dust ie ag oali e tai e est t s la ge e t pa due. Sou e t alis e à 

l aide d u  atal seu  de cuivre ou de ni kel et e  p se e d H d og e, elle se fait e t e  et 
225°C. 

Elle concerne principalement les matières grasses végétales. Ces huiles contiennent 
généralement plusieurs liaisons c=c dans leur chaine aliphatique. Une huile qui possède trop 
d i satu atio s cis  a du al à s o ga ise  et à istallise , e qui induit un matériau plutôt fluide.  

 L h d og nation de ces huiles permet de désaturer les chaînes et donc théoriquement de 
fa ilite  l alig e e t li ai e des ol ules et la istallisatio  de es ati es g asses à te p atu e 
a ia te. C est pa  un tel procédé que la margarine a été inventée.  

Les i satu atio s so t gale e t des sites d o datio  p f e tiels des a ides g as, u  aut e des 
o je tifs de l h d og atio  est de di i ue  leu  sus epti ilit  à t e o d es pa  l ai  et do  
d aug e te  leu  du e de o se vation. 

Les nombreuses questions sanitaires 
liées aux matières végétales hydrogénées 
concernent essentiellement les matières 
végétales partiellement hydrogénées. En 
effet lo s ue l h d og atio  est 
incomplète ou mal réalisée, les 
insaturations cis peuvent devenir des 
insaturations trans plus stables 
thermodynamiquement mais très 
problématiques pour la santé. Les acides 
gras trans, outre leur intérêt industriel 
certain qui permet de fluidifier les matières 
grasses en perturbant leur cristallinité et 
do  d a lio e  l aspe t isuel de e tai s 
produits destinés à être consommés 
apide e t, o t au u  i t t ut itif et 
ta oli ue a  ils e iste t uasi e t 

pas dans le règne végétal et très peu dans le 
règne animal 

Bie  u ils soie t p is s pa  l i dust ie ag oalimentaire pour leurs propriétés, ils constituent aussi 
un facteur de risque non négligeable pour la santé (risques de maladies cardiovasculaires augmenté 
(Voir Hu Stampfer et Manson 1997)).  

 
  

Figure 11 
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3-4-3- L huile de pal e : une huile controversée 
 
Cette huile est la plus consommée et utilisée actuellement 

dans le monde (en 2010 : % de l huile o so e est de l huile 
de pal e, % de l huile de soja, % de olza et % de tou esol , 
notamment  en raison de son très faible coût de production mais 
aussi de ses propriétés intrinsèques.  

Très riches en acides gras saturés et très pauvre en acides 
gras cis  fois oi s ue da s l huile d oli e  elle pe et au  
i dust iels de se passe  de l tape d h d og atio  de leu  ati e 
g tale et d ite  les isques sanitaires liés aux acides gras trans 

pour obtenir cet effet recherché de meilleure tenue à température usuelle, bonne conservation et 
bonne résistance à la cuisson. Elle confère de plus aux aliments transformés une texture similaire à 
celle apportée pa  le eu e pou  u  oût ie  i f ieu . ‘affi e elle a, de plus, pas de goût ota le. 
Cepe da t les is ues li s à la t op g a de ua tit  d a ides g as satu s este t p se ts et pose t de 
gros problèmes sanitaires.  

 
Très récemment (2010) le groupe pétrolier finlandais Neste Oil a développé une industrie 

d ag odiesels. Pa  leu  p o d  « NExBTL » ils i di ue t t e apa les de p odui e à pa ti  de l huile de 
palme un agrocarburant à la combustion extrêmement propre (émissions de NOx et CO bien plus 
faibles que les diesels traditionnels). C est un procédé classique de transestérification des triglycérides 
de l huile de pal e oupl  à u e ultime tape d h d og atio  des a ides g as ui pe et d éviter les 
d fauts i itiau  de l huile t op istalline) en conservant, voire améliora t, les ualit s de l huile de 
palme en tant que carburant (bonne conservation, combustion encore plus propre). L i pa t 
e i o e e tal de la p odu tio  de l h d og e u ils utilise t p i ipale e t issue de la 
combustion pétrolière, détaillée plus loin) ni des conséquences environnementales de l e ploitatio  
des palmeraies est ie  o u e. L usi e de Neste Oil i pla t e à Si gapou  utilise l huile de palme 
produite en Malaisie. Elle est à ce jour la plus grande installatio  d ag o a u a t au o de. 

 
  

Figure 12 

Figure 13 
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4- La p odu tio  d hydrogène dans le monde: le fruit de la combustion des hydrocarbures fossiles 
 

Nous venons de le voir, le dihydrogène est une ressource de grand intérêt industriel, utilisable à la fois 

o e a u a t, ve teu  d e gie ou a tif hi i ue da s de o eu  p o d s. E  particulier, le 

fait ue sa o ustio  ette ue de l eau fait ue la ol ule est o sid e depuis uel ues 
décennies comme le carburant propre du futur. Ainsi, une fois que les verrous technologiques liés à son 

stockage et son utilisation, dans les PAC par exemple, seront levés, ie  e dev ait s oppose  à 
l ouve tu e d u e o o ie de l h d og e. 
Pourtant, comme cela a été décrit dans le premie  pa ag aphe, le dih d og e e iste p ati ue e t 
pas à l tat atu el oi s de 0,  pp v de l at osph e . D où vie t do  et h d og e ue ous 
utilisons déjà régulièrement ?  

 
La production de dihydrogène actuelle est quasi exclusivement le fruit de la combustion des 
hydrocarbures fossiles, principalement à partir de méthane par des procédés hautement énergivores 
et générateurs de dioxyde de carbone. Les p i ipales oies de p odu tio  d H2 sont : 
 

 L H2- apo fo age d h d o a u es fossiles 
 L H2-éle t ol se de l eau 

 
4-1- Vapo fo age d h d o a u es fossiles  

Le efo age à la apeu  o siste à t a sfo e  les ha ges l g es d h d o a u es e  gaz de 
synthèse ou « Syngaz » la ge d H2, CO, CO2, CH4, H2O et autres impuretés) par réaction avec la 
apeu  d eau su  u  atal seu  au i kel. Cette t a sfo atio  à lieu à haute te p atu e  à 

950°C) et à pression modérée (20 à 30 bars). Elle peut être suivie par différentes opérations qui 
o duise t à la p odu tio  d h d og e. Dans tous les cas, le vaporéformage peut se faire sur du gaz 
atu el ou su  tout aut e at iau  h d o a o  ui doit g ale e t t e d sulfu  afi  d ite  la 

fo atio  d H2S à la pla e d H2. Pou  a i ise  la p odu tio  d H2, la production de gaz de synthèse et 
la conversion du CO sont les deux principales réactions à mettre en œuvre. 

Réaction 1 :                 ΔH =  kJ. ol-1 
Réaction 2 :                ΔH = -41 kJ.mol-1 
Bilan des 2 réactions :                   ΔH =  kJ. ol-1 

La première réaction correspond au vaporéformage proprement dit et est endothermique, tandis 
que la seconde est légèrement exothermique. Le bilan des deux réactions reste endothermique. La 
suite du procédé vise à séparer les deux gaz CO2 et H2 ai si u à li i e  les t a es d i pu et s. 

Le s gaz est pas e lusi e e t desti  à la p odu tio  d H2, il est souvent utilisé dans le 
procédé Fischer-Tropsch afin de produire des diesels ou d aut es a u a ts de s th se comme du 
méthanol. 

Source : Colin Baudouin, Institut Français du Pétrole, Clefs CEA – n°50/51 – Hiver 2004-2005 
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4-2- Ele t ol se de l eau 
La d o positio  de la ol ule d eau à une électrode s it de la a i e sui a te :              ΔH =  kJ. ol-1 

Di e ses te h ologies d le t ol seu s e iste t a tuelle e t, pe etta t d attei d e des 
e de e ts assez i po ta t de p odu tio  d h d og e jus u à % , ui ette t sou e t e  

présence des eaux très pures additivées d h d o de de potassiu  t pi ue e t % e  asse à 
80°C) ou de soude. 

La principale li ite de ette te h ologie de p odu tio  d h d og e side da s so  oût 
e g ti ue. La o ustio  de l h d og e d gage effectivement autant d e gie ue ela e  a oût  

à produire ΔH = -285 kJ.mol-1), mais en raison du rendement même de la production et des dépenses 
e g ti ues a e es li es au o ditio e e t de l H2 et aut es, le ila  e g ti ue de l op atio  
est pas fa o a le. Ainsi, l le t ol se de l eau à is e de p odu tio  d h d og e est a tuelle e t 

très minoritairement utilisée (moi s de % de la apa it  totale de p odu tio  d h d og e e  , 
et est e isag e ue da s e tai s as où l e gie est t s o  a h  (la géothermie en Islande par 
exemple)  et/ou si u e pu et  le e d h d og e est e uise. L h d og e p oduit par électrolyse ne 
peut donc g ale e t pas t e e isag  o e a u a t, sauf da s e tai s as où l le t ol seu  
est alimenté par des panneaux photovoltaïques ou des éoliennes, ais il e s agit e o e ue d usi es 
pilotes. L le t ol se de l eau est aussi pa fois utilis e pou  sto ke  u  e de t d le t i it  p oduit 
pa  des a ages isol s, o e pou  l usi e d Assoua  e  Eg pte. 

Le CEA développe actuellement certains électrolyseurs à très haute température (900 à 1000°C) 
oupl s à des a teu s u l ai es et ui pe ett aie t d attei d e de hauts e de e ts e g ti ues. 

Source : AFH2 – M e to de l h d og e – 2004 - Total 

 
 

4-3- I t t d u e sou e de dihydrogène propre et renouvelable 
 

L h d og e est d jà assi e e t utilis  aujou d hui (hydrogénation pour la chimie, 
h d og atio  pou  l ag oali e tai e, a u a t  et de ait l t e e o e da a tage da s l a e i  pile 
à o usti le, h d og atio  des ag o a u a ts . Pou ta t au u e sou e a tuelle d h d og e est 
capable de proposer un approvisionnement durable et propre : pratiquement tous nécessitent un 
recours à une ressource fossile ou épuisable (uranium ou pétrole), et surtout, ils sont très souvent 
sou es d issio s de gaz à effet de se e p o l ati ues lo s u o  eut te i  u  dis ou s oh e t 
su  la p op et  de l o o ie du dih d og e. 

Tous les poi ts p de e t d taill s so t lateu s de l i t t et du esoi  u il  a à 
d eloppe  u e i dust ie de l h d og e p op e, du a le et espe tueuse de l e ironnement. Depuis 
plusieu s a es, des espoi s so t pla s su  les fili es de iop odu tio  d h d og e. Nous allo s le 
oi  da s le pa ag aphe sui a t, e tai es de es oies iologi ues so t plus att a a tes ue d aut es, 

notamment celles qui exploiteraient les organismes photosynthétiques fixateurs de CO2. 
Effectivement, comparée à ce qui existe, une filière de production  du dihydrogène qui ne requerrait 
u u  assi  d eau illuminé par le soleil et qui consommerait du CO2 au lieu d e  émettre est une idée 

particulièrement séduisante. 
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Les différentes voies biologiques de production d’h d og e d’ap s Be e a  1996 

[CH2O]2 = Hydrates de carbones / sucres 

Figure 14 
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5- La p odu tio  d h d og e à pa ti  du vivant 

Pou  o p e d e l i t t appli u  et à lo g te e de la e he he su  l h d og e 
photos th ti ue, o jet de es t avau , il e se le essai e de l vo ue  p li i ai e e t e  
o pa aiso  des aut es iop o d s de g atio  d h d og e d jà o us et dont certains sont déjà 

e ploit s i dust ielle e t, ai si u ave  uel ues l s ui pe ett o t de o p e d e les atte tes et 
espoirs placés dans ces filières biologiques.  

 

La d ou e te d u  ta olis e i pli ua t de l h d og e hez les o ga is es 
photosynthétiques a été pour la première fois rapportée pour les microalgues vertes en 1939  (Gaffron 
1939, Gaffron et Rubbin 1942, Melis 2010), et peu de temps plus tard pour les bactéries 
photosynthétiques (Gaffron et Kamen 1949). Ces premières descriptions mettaient en avant le fait que 
ces organismes étaient capables de réduire le CO2 en utilisant du dihydrogène moléculaire. 

Aujou d hui da a tage de ta olis es i pli ua t l H2 comme substrat ou comme produit final 
ont été décrits. 

Concernant la productio  d h d ogène en particulier, elle peut être imputable à différents 
p o d s iologi ues, tous i pli ua t des h d og ases ou d aut es e z es ui o t atal se  la 
réduction des protons (Benneman et al. 1996): 

Type de Bioproduction de dihydrogène Organismes 

Fermentation de matière organique (Fermentation obscure) Bactéries anaérobies 

Fermentation de matière organique C a o a t ies fi at i es d azote 

Fixation photo-fe e tai e de l’azote Bactéries pourpres 

Biophotol se de l’eau Microalgues et cyanobactéries 

 
5-1- P odu tio  d h d og e pa  fe e tatio  de ati e o ga i ue hez les a t ies a a o ies 

 
Les bactéries acidogènes, comme Clostridium ou d aut es a t ies a a o ies fa ultati es, 

comme les Enterobacter, sont les plus efficaces à réaliser la digestion anaérobie de substrats 
organiques en dégradant un substrat de carbone organique (le plus souvent des sucres) pour générer 
de l ATP et oît e. E  a se e d O2 apa le de apte  l e s d le t o s, es o ga is es a ue t 
d un « siphon » à électrons et so t o t ai ts d utilise  les p oto s o e a epteu s te i au  de et 
excès de pouvoir réducteur et génèrent ainsi du dihydrogène moléculaire.  

Jus u à aujou d hui, ette oie de fe e tatio  tait p i ipale e t alis e e  employant des 
sucres ou des déchets organiques comme substrat. Ces substrats ont soit des coûts très élevés (sucres) 
ou existent en faible quantité relativement aux besoins de la filière (déchets ménagers) ; ce qui est 
totalement rédhibitoire pour construire une filière de carburant qui doit produire une molécule à très 
bas coût et en très grande quantité. 

Cepe da t, ette oie o stitue aujou d hui u e des pistes e isag es pou  alo ise  la io asse 
forestière en biocarburants. L h d og e est l un des 3 produits pouvant résulter de la dégradation des 
matériaux ligno-cellulosiques a e  l tha ol et les iodiesels. Les celluloses étant particulièrement 
complexes à digérer par les bactéries, de nombreux projets visent à prétraiter ces matériaux par des 
procédés physico-chimiques et/ou biologiques afin de fournir aux bactéries des hexoses ou pentoses 
par exemple.  

A e jou , eau oup d tudes o e a t ette oie de iop odu tio  d H2 ont été menées sur les 
Enterobacter ou su  des la ges d Enterobacter et de Clostridium. Bien que peu d tudes o e a t 
des souches pures de Clostridium aient été réalisées. Une souche de Clostridium butyricum capable de 

T
a

b
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pousse  su  u  su st at de lose et de p odui e de l H2 à de relativement hauts rendements a été 
isolée (Lo et al. 2007). 

Même bien maitrisée industriellement, cette voie ne pourra sans doute jamais produire des 
ua tit s d H2 dans des proportions nécessaires à une société basée sur ce seul approvisionnement, et 

ce, en raison des très forts coûts liés aux matières premières qui restent très dissuasifs (biomasses 
sucrières ou lignocellulosiques). Elle reste particulièrement intéressante cependant, car elle permettra 
de valoriser les agrodéchets inutilisés dans les filières bois et papiers par exemple, mais ces coûts de 
p t aite e t este o t e o e t s dissuasifs pou  e isage  u e aug e tatio  d helle des 
procédés. 

 
5-2- La biophotolyse 

5-2-1- directe 
Les o ga is es apa les d u e telle op atio  so t eu  apa les de alise  la photos th se 

oxygénique. La photos th se leu  pe et d e t ai e  le t o s et  p oto s d u e ol ule d eau 
(                 ) afin de réaliser la réduction de la Ferrédoxine (Fed) et du NADP+ et pouvoir 

alimenter tout le reste du métabolisme en énergie (un schéma détaillé du mécanisme sera présenté 
dans le chapitre suivant).  

Une partie des électrons générés par le photosystème II, transférés aux ferrédoxines, passe 
directement aux hydrogénases et produit du dihydrogène selon la réaction théorique suivante :                     

Le procédé devrait ainsi pouvoir générer 2 ol ules d H2 pour 1 seule ol ule d O2 mais en 
aiso  de l i hi itio  pa  l O2 de toutes les a tio s li es à l h d og e i lua t l e p essio  de g es, 
la sta ilit  des A‘N essage s et la atal se e z ati ue , la p odu tio  effe ti e d H2 par 
iophotol se di e te e s op e ue su  u e ou te p iode de te ps, s tala t su  uelques minutes, 

après illumination (Melis et al. 2000, Ghirardi et al. 2000). 
De plus la photosynthèse ne sert pas u à apporter des e- aux hydrogénases. La fonction 

p i ipale de la photos th se est d ali e te  l e se le du ta olis e e  e gie afi  de 
permettre la croissance des cellules (voir chapitre suivant). Envisager que 100% des électrons générés 
par la photosynthèse soie t utilis s u i ue e t pou  p odui e de l H2 pa  l o ga is e se ait u  
processus incompatible avec la croissance cellulaire. 

Le f ei  apide e t fait à la p odu tio  d H2 pa  la g atio  d O2 a pu être diminué 
expérimentalement en purgeant en continu le milieu avec des gaz inertes (Greenbaum 1982 & 1988) 
ou en dirigeant la respiration mitochondriale vers une consommation de l o g e photos th ti ue. 
Da s de telles o ditio s, u e p odu tio  d H2 a pu être maintenue pendant quelques jours chez des 
algues vertes. 

 
5-2-2- indirecte 

La iophotol se i di e te s op e p i ipale e t hez les a o a t ies fila e teuses fi at i es 
d azote. Da s des o ditio s d autot ophie, es o ga is es g e t pa  la photos th se des 
électrons qui sont ensuite transférés depuis les cellules végétatives vers les hétérocystes, des cellules 
hautement spécialisées qui connaissent un micro-environnement hypoxique favorable à la fixation de 
l azote. La fi atio  de l azote atmosphérique est alors médiée par la nitrogénase qui réalise la réaction 
suivante et dont un des sous-p oduits est la ol ule d H2 : 

                                      
Ce u il est i t essa t de ote  da s le as de ette oie ta oli ue, est so  esoi  le  e  

énergie : pas moins de 8 électrons de hautes énergie issus de la photosynthèse ainsi que la 
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o so atio  de  ol ules d ATP so t essai es à la fi atio  d u e ol ule de N2 et la 
p odu tio  d u e seule ol ule d H2. Ce constat fait de cette voie une voie peu propice à 
l i agi atio  d u e fili e de l h d og e, le e de e t se et ou a t i t i s ue e t li it  pa  les 
besoins de la nitrogénase (Eroglu et Melis 2012). N a oi s il a t  p ou  u u e d l tio  de 
l e z e uptake h d og ase HupSL, ot a s ite a e  la it og ase, et do t le ôle est la 
o so atio  de l H2 s th tis  pa  la it og ase e  ue d u e up atio  e g ti ue, pe ettait 

une aug e tatio  de la p odu tio  d H2 par les cellules, cette dernière augmentation restant toujours 
li it e pa  les esoi s e g ti ues e essifs de l e z e. 

Ce tai es des a o a t ies p odu t i es d h d og e e so t pas fi at i es d azote, et dans 
certaines conditions, elles peuvent produire de l H2 pa  le iais d u e aut e e z e que la nitrogénase : 
l h d og ase idi e tio elle à [NiFe]. Da s le as de ette dernière, la p odu tio  d H2 est médiée 
par la réaction de réduction des protons par les électrons photosynthétiques dans le même 
o pa ti e t ellulai e ue là où se d oule la photos th se. Le ph o e de p odu tio  d H2 
ta t atu elle e t i hi  pa  l O2 dans ce cas également, la biophotolyse est supposée indirecte car 

décalée dans le temps et/ou da s l espa e au sei  e de la ellule il  a a p io i pas d i te a tio  
directe entre ferrédoxine et h d og ase idi e tio elle. La p odu tio  d H2 s i hi e au out de 
uel ues i utes d s lo s ue l O2 s a u ule suite au  o ditio s photosynthétiques. 

 
5-3- La p odu tio  d h d og e pa  fe e tatio  de ati e o ga i ue hez les a t ies fi at i es 
d azote 

Ce scénario peut se produire dans un contexte où les cyanobactéries filamenteuses fixatrices 
d azote précédemment décrites sont confrontées à u  fai le tau  d azote. Leu s cellules végétatives 
peuvent alors consommer des sucres et les transmettent aux hétérocystes qui les dégraderont afin 
d e  e t ai e du pou oi  du teu  et fi ale e t p odui e du H2 grâce à la nitrogénase (Hall et al. 1995, 
Melis 2000). La même réaction bilan de la nitrogénase se produit, avec les mêmes inconvénients 
structurels elatifs au  hauts esoi s e g ti ues de l e z e, ais ette fois o i s au  
problèmes liés au nécessaire apport de matières organiques fermentescibles coûteuses.  

 
5-4- Photofermentation 

Ce s a io de p odu tio  d h d og e e  o ditio  a a o ie se d oule hez les a t ies 
pourpres non sulfureuses capables, e  utilisa t la lu i e solai e o e sou e d e gie, d assi ile  
de petites molécules organiques (succinate, malate etc...) et de les transformer en biomasse avec 
génération concomitante d H2 et de CO. L H2 est produit lorsque la nitrogénase fonctionne pour 
l assi ilatio  du N2 lors de carence azotée. 

L utilisatio  de a t ies pou p es est p o etteuse pour la p odu tio  d h d og e e  aiso  de 
la haute efficacité de conversion des substrats, de leur fonctionnement anaérobique qui i duit pas 
d i hi itio  des e z es pa  l O2, de la large fenêtre de capture de la lumière (de 400nm à 950nm) et 
finalement en raison de leur flexibilité à utiliser divers substrat comme source de carbone, dont de 
petits acides organiques. La relative facilité à manipuler certaines bactéries pourpres, dont 
Rhodobacter sphaeroides, est gale e t u  a gu e t e  fa eu  du d eloppe e t d u e telle fili e 
(Eroglu et Melis 2010). 

Néanmoins, le nombre important d ATP e uis pou  alise  la fi atio  de l azote pa  la 
it og ase da s es sou hes est u i ue e t assu  pa  l appa eillage photosynthétique de ces 

phototrophes anoxygéniques (Madigan et al. 2000). 
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5-5- Potentiel du Biohydrogène photolytique 
 

D ap s les t a au  de  de Ghirardi et al., 10 millions de to es d H2 sont produites 
annuellement aux USA à partir du réformage de gaz naturel (voir section 1-4-2). Cela représente 
e i o  % de leu  udget a uel. D ap s ces calculs, il serait possible de remplacer totalement le 
gasoil consommé aux Etats-U is pa  de l h d og e photos th ti ue a e  e i o   k 2 (5000 
miles carrés) dès lors que quelques verrous technologiques seront levés, comme le taux de conversion 
de l e gie lu i euse ui doit t e o sta t ou la se si ilit  à l o g e. 
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6- Les enzymes liées au métabolisme du dihydrogène 
il existe deux familles principales d e z es apa les de g e  du dih d og e: les nitrogénases 

et les h d og ases. U e lasse pa ti uli e d h d og ase faisa t l o jet de ette th se, je e 
détaillerai que sommairement les caractéristiques des nitrogénases et des hydrogénases qui ne 

concernent pas directement mon travail.  

 

6-1- Les nitrogénases 
 

La p odu tio  photo iologi ue d h d og e da s les h t o stes de a o a t ies 
filamenteuses ou dans les bactéries pourpres non sulfureuses est catalysée par la nitrogénase (Meyer 
et al. 1978). Les nitrogénases sont constituées de deux parties :une sous-unité réductase et un 
complexe dinitrogénase. La première sous-unité contient un centre métallique à Fe-S encodé par le 
gène nifH. Homodimère de 65 kDa, elle est responsable du transfert électronique depuis le donneur 
e te e jus u au o ple e di it og ase. 

 
Le complexe dinitrogénase est une métallo-enzyme à centre Mo-Fe-S codée par les 2 gènes nifD 

et nifK. La a tio  ue atal se et h t ot t a e α2β2 de 230 kDa réduit le diazote N2 en deux 
ol ules d a o ia  NH3 (Meyer et al. 1978, Allakhverdiev et al. 2009).  

 
La nitrogénase est également responsable de la réduction simultanée de protons en dihydrogène 

moléculaire. Il existe 3 types de nitrogénases, classées en fonction de la nature de leur site métallique 
et dont dépend la stœcchiométrie de l h d og e g  :  

 
 Mo-nitrogénases (Molybdène):                    
 Fe-nitrogénases (Fer) :                          

 V-nitrogénases (Vanadium) :                       
 

La fonction première des nitrogénases est la génération de NH3 à partir de N2 dans un procédé 
ui i lut atu elle e t u e og atio  d H2. Cepe da t e  l a se e d u  su strat diazote, elles 

peuvent ne générer que du H2.Il faut cependant noter que le fonctionnement de la nitrogénase 
e uie t de g a de ua tit  d ATP, la aiso  e  ta t ue les tapes de t a sfe t le t o i ue da s 
l e z e so t e de go i ues essite t u  appo t e g ti ue . La o s ue e de ces étapes est 
une catalyse unidirectionnelle et irréversible ui e t ai e u e g atio  d h d og e « pressurisé », 
e ui o stitue u  atout plutôt souhaita le pou  u e e tuelle i dust ie futu e. A l i e se, la 

présence de N2 da s le ilieu ui o stitue % de l at osph e te est e  a aisse le rendement de 
p odu tio  d h d og e, puis ue da s es o ditio s deu  p oduits so t g s à pa ti  de la e 
ua tit  d le t o s  NH3 et 1 H2). Globalement, ce fonctionnement gourmand en ATP de la 
it og ase a aisse l effi a it  e g ti ue e  omparaison des hydrogénases à [NiFe] ou [FeFe], 

objets du prochain paragraphe (Eroglu et Melis 2010).   
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6-2- Les hydrogénases 
6-2-1- Généralités 

Les hydrogénases sont des métallo-e z es l s du ta olis e de l h d og e a  elles o t la 
propriété de catalyser, de façon plus ou moins réversible, la réaction de dissociation du dihydrogène : 

             
 
Cette réaction est thermodynamiquement réversible, mais est le pote tiel edo  et les 

pa te ai es de l e z e ui d te i ent le sens effectif de la réaction in vivo : En présence 
d a epteu  d le t o s, l e z e agi a p f e tielle e t e  ta t ue o so at i e d H2 (Uptake 

Hydrogenase  et e  p se e de do eu  d le t o s fe édoxines réduites par exemple) elles 
agissent comme génératrice d H2. La simplicité de cette réaction conduit à la trouver à la base de 
eau oup de p o d s ta oli ues du i a t, il e iste ai si o e d h d og ases a a t des ôles 

t s di e s, t aduisa t l i po ta e u iale de la ol ule de dih d og e pou  la vie. Elles sont 
cependant réparties en deux classes principales, les hydrogénases à [NiFe] et les hydrogénases à 
[FeFe], dont les sites actifs organométalliques comportent des ligands cyanure (CN) et carboxyle (CO), 
ce qui est une particularité assez unique pou  des e z es, es liga ds ta t d o di ai es des to i ues. 

 
Les hydrogénases contiennent plusieurs clusters Fe-S (2Fe-2S, 3Fe-4S ou 4Fe-4S), qui assurent le 

transport des électrons entre les différentes sous-u it s de l enzyme, et un centre actif formé de 2 
atomes métalliques. Ce dernier pouvant être constitué de 2 atomes de fer (hydrogénases-[FeFe]) ou 
d u  ato e de nickel et un atome de fer (hydrogénases [NiFe]), très rarement certaines hydrogénases-
[NiFe] ont été vues comporter un atome de Sélénium additionnel (Hydrogénases [NiFeSe]). Il existe 
également une t oisi e at go ie d h d og ases dite « sans centres métalliques », elles ne 
présentent en effet pas de tels centres, mais ont récemment été décrites en interaction avec des 
cofacteurs comportant, eux, du Fer. Très peu de données décrivent ce 3ème g oupe d e z e ais il 
se le u elles soie t plutôt éloignées phylogénétiquement des 2 premiers groupes.  

 

Co e a t la ph log ie des  p e ie s g oupes d e z es : les hydrogénases à [FeFe] et les 
hydrogénases à [NiFe], elles semblent très clairement distinctes au vu de la non-ressemblance des 
séquences nucléiques et polypeptidiques, mais des travaux de cristallographie aux rayons X révèlent 
epe da t d to a tes si ilitudes da s la configuration des 2 sites actifs à [FeFe] ou [NiFe], amenant 
les s ie tifi ues à d i e es  lasses d h d og ases o e u  i t essa t as d olutio  
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[NiFe]-hydrogenase metallo-cluster.

Les premières hydrogénases découvertes 
sont les hydrogénases à fer (Chen et Mortenson 
1974 chez Clostridium pasteurianum; Adams, 
Mortenson et Chen 1981), on les classait alors en 
fo tio  des a epteu s ou do eu s d le t o s 
u elles utilisaie t préférentiellement (comme le 

NAD, des cytochromes, la coenzyme F420 ou les 
ferrédoxines). La première hydrogénase 
contenant du Nickel a été trouvée dans une 
bactérie méthanogène : Methanobacterium 

thermoautotrophicum (Graf et al. 1981, Vignais et 
Colbeau 2004) 
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convergente de la Nature. On peut toutefois remarquer que les sous-unités contenant des centres Fe-S 
présentent des homologies de séquence notables avec certaines ferrédoxines solubles ou des 
o ple es de la haî e espi atoi e; d aut es ho ologies e iste t aussi e t e la sous-unité contenant 

le centre Ni-Fe et ces mêmes éléments de la chaîne respiratoire. 
U e do e i t essa te o e e l o igi e des h d og ases à Fe-Fe des algues vertes. En effet 

les hlo oplastes des algues e tes so t se s s p o e i  de l e dos iose de a o a t ies a e  u e 
ellule eu a ote p i iti e, pou ta t le ta olis e de l h d og e de es algues e tes a ja ais pu 

être retrouvé chez les cyanobactéries actuelles (unicellulaires ou filamenteuses), aucune hydrogénase 
ou e z e asso i e des i oalgues e tes a o t  de si ilitude a e  elles des cyanobactéries. 
Par contre, ces mêmes enzymes présentent de grandes analogies avec celles de bactéries anaérobies 
strictes comme Clostridium pasteurianum ou Desulfovibrio desulfuricans (Peters et al. 1998, Melis et 
Happe 2001) suggérant un transfert latéral de gènes entre microalgues vertes et ces dernières, 
da a tage u u  h itage des a o a t ies. 

 

D u e a i e g ale, il semblerait que les hydrogénases-[FeFe] soient plutôt productrices 
d H2 alors que les hydrogénases-[NiFe] soie t plus ais e t apa les d effectuer le réaction dans les 2 
sens (Vignais et Colbeau 2004). 

 
6-2-2- Les hydrogénases à [FeFe] : 

A la différence du groupe des hydrogénases à [NiFe], les 
hydrogénases à [FeFe] sont le plus souvent monomériques (Vignais et al. 
2001), bien que des dimères, trimères ou tétramères existent.  

 
Ces hydrogénases présentent une grande variété de tailles (de 45 

kDa à plus de  kDa . Elles pa tage t a oi s  u  do ai e d e i o   a ides a i s, appel  
cluster H, qui contient le site actif. Parmi les résidus les plus conservés, on trouve les 4 cystéines qui 
coordonnent le site actif, plusieurs résidus déterminants de la cavité enzymatique et quelques autres 
probablement impliqués dans les canaux à H2 et H+ reliant le site actif enfouit à la su fa e de l e z e. 
En plus du cluster H, un domaine relativement ubiquitaire qui concerne les centres [Fe-S] peut 
atteindre 800 résidus aminés. De manière 
intéressante, les plus petites hydrogénases à 
[FeFe], de 45 à 48 kDa, ont été trouvées dans des 
microalgues vertes. Elles so t o stitu es d u  
cluster H de 48 kDa chez Scenedesmus obliquus, 
53 kDa chez Megasphaera elsdenii et 63 kDa chez 
Clostridium Pasteurianum. D aut es 
hydrogénases à [FeFe] de composition plus 
complexe comme celle de Nyctotherus ovalis qui 
atteint les 130 kDa (Akhmanova et al. 1998, 
Vignais et Colbeau 2004). 

D aut es do ai es dits « accessoires » sont 
également fréquemment retrouvés dans ces 
e z es, il s agit ota e t de do ai es N-
terminaux très similaires aux ferrédoxines 
bactériennes à 2[4Fe-4S]. Les hydrogénases 
[FeFe] trouvées chez les Clostridia sont, à 
quelques exceptions près, parmi les plus grandes 
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et partagent en plus du cluster H plusieurs domaines accessoires communs, notamment (en N-terminal 
du cluster H) : un domaine [2Fe-2S] similaire aux ferrédoxines de plantes, un repliement unique [4Fe-
4S] et un domaine 2[4Fe-4S]. Les autres domaines similaires à ceux de certaines oxydoréductases ou 
encore ferrédoxines à [2Fe-2S] « thiorédoxine-like » de bactéries. 

Les sous-unités additionnelles de ces hydrogénases à [FeFe] sont fréquemment identiques aux 
domaines en C-terminal du luste  H d aut es [FeFe]. Chez les Desulfovibrio, cette petite sous-unité 
contient une s ue e peptidi ue ui pe et d e po te  l e z e e s le p iplas e. Une sous-unité 
additionnelle peut-être également le résultat de fusion de 2 sous-u it s d u e aut e h d og ase 
[FeFe] proche. Généralement ces sous-unités contiennent de nombreuses cystéines et des domaines 
de luste s talli ues, o f a t à l e z e u  o e i ha ituel de luste s FeS. A tit e d e e ple, 
l h d og ase [FeFe] t i i ue de Thermotoga maritima possèderait 4 centres [2Fe2S] et 6 centres 
[4Fe4S] en plus du cluster H. 

En raison de leur capacité à participer à divers métabolismes cellulaires, les hydrogénases à 
[FeFe] peuvent inte agi  a e  des do eu s ou a epteu s d le t o s t s a i s Vig ais et Col eau 
2004). Chez les Clostridiae, les [FeFe] sont réduites par des ferrédoxines à 2[4Fe4S] ou par des 
flavodoxines qui servent de substitut aux ferrédoxines en conditions de carence en Fe mais en moins 
efficaces. Il se le ait ue l i te a tio  e t e les  pa te ai es e soit epe da t pas due à des forces 
le t ostati ues, e si des sites p f e tiels d i te a tio s e t e fe do i es et hydrogénases ont 

pu être proposés. Cette interaction in vivo a été mise en évidence chez Chlamydomonas reinhardtii et 
chez C.fusca. Plusieurs laboratoires ont également testé in vitro différents accepteurs et donneurs 
d le t o  a e  les h d og ases à [FeFe], ota e t des fe do i es de pla tes, qui sont des 
pa te ai es d u  t s la ge pa el d h d og ases, i d pe da e t de leu  structure et de leur taille. 
Chez les Desulfovibrio les partenaires des hydrogénases à [FeFe] semblent être des cytochromes c3 
u elles duise t, ou pa fois le NADP pou  Desulfovibrio fructosovorans). Il ressort de cette liste non 

exhaustive que les hydrogénases à [FeFe] sont assez flexibles et peuvent accepter plusieurs types de 
partenaires redox malgré l appa e te o ple it  et a i t  de leu  st u tu es.  
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Assemblage des hydrogénases à [FeFe]: 

En 2001 un opéron de 8 gènes impli u s da s l asse lage de l h d og ase de Thermotoga 

maritima a été identifié. Cepe da t e o e aujou d hui les mécanismes moléculaires restent encore 
largement mal connus, et les modèles très débattus. Certains chercheurs proposent que les sites actifs 
des [FeFe] et des [NiFe] contenant les ligands CO et CN pourraient partager certaines protéines 
d asse lage, ais d aut es a a e t l a gu e t i e se : que leur origine évolutive étant si 
diff e tes, il est peu p o a le u elles aie t d elopp  des a hi e ies d asse lage si ilai es, à 
celles des hydrogénases à [NiFe] (Vignais et al. 2001). Plus tard, trois gènes de maturation ont pu être 
identifiés, hydE, hydF et hydG (hydE et hydF sont éventuellement fusionnés, comme chez 
C.reinhardtii)(Nicolet et Fontecilla 2012). 

Les trois gènes hydE, hydF et hydG identifiés récemment (Nicolet et Fontecilla 2012) permettent 
de décrire seulement u e pa tie du p o essus d asse lage. Ils proposent une hypothèse de 
travail pou  l asse lage et l i se tio  du site a tif des h d og ases à [FeFe]: 

HydF est au centre de la 
machinerie de synthèse Hyd et contient 
un site [Fe4S4]. La construction de 
l l e t [Fe2S2] (2 atomes de fer reliés 
par 2 ligands sulfide S2-) est assurée par 
un procédé inconnu, impliquant très 
probablement des molécules de cystéine 
odifi es pa  u e d sulfu ase, l l e t 

[Fe2S2] étant relié au [Fe4S4] de HydF par 
un résidu histidine. HydE, qui contient 
un site [Fe4S4], agit sur le [Fe2S2] de 
HydF, soit en le remplaçant, soit en 
l utilisa t o e su st at afi  de e  
un élément Fe2DTN (2 atomes de fer 
reliés par un ligand dithiométhylamine). 
Cette dernière opération nécessitant 
l h d ol se d u  GTP. H dG est gale e t u e p ot i e à luste s FeS et pe et la s th se et l ajout 
de ligands CO et CN au complexe en formation sur HydF. Pour cela HydG doit également hydrolyser du 
GTP et utilise vraisemblablement la tyrosine comme substrat. La protéine HydF contenant le site à ce 
stade présente une activité hydrogénase (Czech et al. 2011) et le transfère finalement à HydA qui a 
déjà son propre cluster [Fe4S4]. H dF se et ou e g e afi  u u  ou eau le de s th se se 
lance (Nicolet et Fontecilla 2012). 

 

  

Figure 18 
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6-2-3- Les hydrogénases à [NiFe] 
Les hydrogénases les mieux décrites à ce jour sont les [NiFe] des 

protéobactéries et des archées, comme décrit par Wu et Mandrand en 1993, 
puis repris dans les revues de Vignais et al. en 2001 et en 2004. Il existe 4 
g a ds g oupes d h d og ases à e t es Ni-Fe. Elles ont toutes un noyau 
principal constitué de 2 sous-unités : u e d e i o    kDa qui contient le site 
actif bimétallique [NiFe] profondément enfouit et coordonné par 4 cystéines, 
l ato e de fer étant également apparié à plusieurs ligands : 1 CO et 2 CN, et 
une plus petite sous-unité, d e i o   kDa o te a t jus u à  e t es Fe-S. 
Les clusters Fe-S assurent le transport des électrons depuis (ou jus u au) site actif. Un canal 
hydrophobe dans la grande sous-unité est supposé permettre la circulation des molécules gazeuses 
depuis la su fa e jus u au site a tif. 
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6-2-3-1- Les différents groupes 

Il est également intéressant de noter 
que toutes ces enzymes à [NiFe] sont issues 
d u e ph log ie u i ue et u elles d i e t 
do , e  uel ues so te, toutes d u e 
e z e à [NiFe] a est ale u i ue. L a al se 
phylogénétique des séquences peptidiques 
des hydrogénases à [NiFe] permet de les 
classer en 4 groupes principaux qui corrèlent 
d ailleu s pa ti uli e e t ie  a e  la 
classification fonctionnelle de ces mêmes 
enzymes. Par ailleurs il semble aussi que 
l alig e e t des s ue es des  sous-unités 
principales o t e u elles o t gale e t 
toujours évolué conjointement (Vignais et al. 

. Les  g oupes d h d og ases o us 
à ce jour sont décrits dans le tableau ci-
dessous : 

 

Groupe 
Caractéristiques des 

hydrogénases à [NiFe] 
Sous-groupes 

1 Membranaires pour 
o so atio  d H2 respiratoire 

« H2 énergie » 

1a Trimériques, respiration, cytochrome b 

1b Bactéries sulfatoréductrices, cytochrome c 

1c Archées, réduction du CO2 en CH4 

2 
Cytoplasmiques & 
hétérodimériques 

2a 
Uptake hydrogénase cyanobactérienne : 
o so e l H2 produit par la nitrogénase 

2b D te tio  d H2 

3 

Cytoplasmiques, 
hétéromultimériques et 

réversibles 

3a 
Archées méthanogènes, trimériques, réduction 

du CO2, cofacteur F420 

3b 
Archées hyperthermophiles, tétramériques, 

réduction du soufre 

3c Réduction du méthylviologène 

3d Cyanobactéries, réduction du NAD 

4 Membranaires respiratoires Produisent H2 en oxydant des groupes carbonyles 

 
 

Groupe 1 : Hydrogénases à [NiFe] membranaires pour consommation pendant la respiration 

(Membrane-associated respiratory uptake [NiFe]-hydrogenases) : 
Ces e z es e a ai es pe ette t à leu s hôte de oît e a e  l H2 comme source 

d ergie. Elles transfèrent générale e t les le t o s de l H2 à un cytochrome lié à des complexes 
p ot i ues de la e a e ui utilise t e t a sfe t d le t o s pou  g e  de l e gie. 

Certaines sont des enzymes trimériques, la troisième sous-unité maintena t l h d og ase 
attachée à la membrane et la raccorde au pool de quinones de la chaîne respiratoire, le cytochrome b 
do t elle est o stitu e assu a t e t a sfe t. L o datio  d H2 permet au final de réduire un accepteur 
d le t o s NO3

-, SO4
2-, fumarate ou CO2 en respiration anaérobie ou O2 en respiration aérobie) 

(Vignais et al. . D aut es, oi s ie  a a t is es hez les a t ies sulfatoréductrices, 

Uptake Hydrogénases

Uptake H₂ases

Se seu  d H₂

F420-réductrices

NADP-réductrices

[Fe]-H₂ase hors du groupe)

MV-réductrices

27 Protéobactéries

3 Archae

6 Archae

6 Archae

NAD/NADP-réductrices 3 Protéobactéries, 4 Cyanobactéries

5 Archae

7 Archae, 3 Protéobactéries

3 Cyanobactéries

3 Protéobactéries

Construit en se basant sur les séquences complètes des 2 sous-unités des hydrogénases
qui ont donné séparément le même arbre. En vert: le groupe d hydrogénases objet de

d’après Vignais et al 2001Figure 21 

T
a

b
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t a sf e t les le t o s à des to h o es , l o datio  de l H2 créant un gradient de protons à 
t a e s la e a e ui pe et de o se e  de l e gie. Le t oisi e sous-groupe concerne des 
h d og ases d archées capables de réduire le CO2 en CH4 e  t a sf a t les le t o s de l H2 à un 
cytochrome b qui entraine alors une chaîne de réduction de divers coenzymes menant à la réduction 
de CO2 en CH4 (Vignais et al. 2001, Vignais et al. 2004). 

Elles so t toutes a a t is es pa  la p se e d u  peptide signal de 30 à 50 acides aminés en N-
terminal de la petite sous-u it  o po ta t le otif o se  S/T ‘‘ F K ui pe et d t e e o u 
par les protéines qui assurent le transfert et la translocation des protéines vers les membranes. Les 
hydrogénases 1 et 2 de E.coli, celle de Wolinella succinogenes et celle de Ralstonia eutropha utilisent 
ce mécanisme de translocation. 

 
Groupe 2 : Hydrogénases à [NiFe] hétérodimériques et cytoplasmiques: 

 2 sous-groupes principaux le constituent : le groupe 2a : celui des hydrogénases 
cyanobactériennes qui consomment l H2 (uptake hydrogenases) produit par la nitrogénase et qui ne 
so t e p i es u e  o ditio s de fi atio  d azote, et le groupe 2b qui concerne les hydrogénases 
i pli u es da s la d te tio  d h d og e H2-sensing). Les enzymes du groupe 2a agissent de manière 
similaire à celles du groupe 1 : elles o so e t de l H2 afi  d e  up e  de l e gie. Cependant 
elles en diffèrent par plusieurs délétions dans la séquence de leur plus grande sous-unité, ces délétions 
so t pa tag es a e  les h d og ases du g oupe a. Ces de i es h d og ases appo te t au u e 
énergie à la cellule mais ont plutôt une fonction de régulation et de sensing : Le H2-se si g u elles 
assurent fonctionne relativement simplement : l h d og ase o so e l H2 et en transfère les 
le t o s à u e histidi e ki ase ui s asso ie alo s à u  gulateu . Le gulateu  a ti e alo s 

l e p essio  d h d og ases [NiFe] respiratoires qui ne deviennent fonctionnelles que suite à sa 
phospho latio  pa  la ki ase p de e t a ti e. Elles d te te t ai si la p se e d H2 dans 
l e i onnement. 

Ces 2 sous-g oupes d h d og ases ne possèdent pas de peptide signal qui assure la 
translocation des enzymes dans les membranes. Cette localisation cytoplasmique a été confirmée pour 
les hydrogénases de H2-sensing (Vignais et al. 2000, Kleihues et al. 2000, Vignais et al. 2001), 
cependant les hydrogénases cyanobactériennes du groupe 2a sont connues pour être liées aux 
e a es et e tai s pe se t ai si u elles se aie t lo alis es su  la fa e toplas i ue des 

membranes cytoplasmiques ou thylakoïdales (Vignais et al. 2001). 
 

Groupe 3 : Hydrogénases à [NiFe] réversibles, hétéromultimériques et cytoplasmiques: 
Ce g oupe est o stitu  d h d og ases ui fo tio e t e si le e t et poss da t u e sous-

unité qui interagit avec un cofacteur soluble comme la coenzyme F420 ou le NAD/NADP. 4 sous-
groupes constituent le groupe 3.  

Le groupe 3a fait référence aux hydrogénases trimériques de bactéries méthanogènes qui ont 
une sous-unité réduisant la coenzyme F420, cette réduction permettant ensuite la réduction du CO2 en 
CH4, réaction à la base de la croissance de ces organismes.  

Le groupe 3b comporte des hydrogénases tétramériques qui appartiennent toutes à des 
hyperthermophiles (dont la croissance optimale est au-dessus de 80°C, Vignais et al. 2001), 2 sous-
u it s o stitue t la pa tie h d og ase et les  aut es se e t p o a le e t à l i te a tio  a e  le 
do eu  d le t o s NADPH pou  Pyrococcus furiosus). Ces hydrogénases sont généralement 
impliquées dans la réduction du soufre à la base de la croissance de ces organismes.  

Les hydrogénases formant le groupe 3c sont caractérisées actuellement par leur capacité à 
réduire le méthylviologène.  
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Le groupe 3d concerne les hydrogénases bidirectionnelles qui utilisent le NAD. La première a été 
identifiée chez Ralstonia eutropha. Ces enzymes sont généralement bidirectionnelles, dans le sens 
u elles so t apa les d assu e  l o datio  d H2 et la réduction des protons, et sont souvent 

tétramériques, constituées de 2 parties : une partie hydrogénase contenant le centre [NiFe] codée par 
les gènes hoxY et hoxH, et d u  se o d odule assurant la fonction diaphorase : réduction du 
NAD/NADP codée par hoxF et hoxU (hoxEFU chez Synechocystis). Chez les cyanobactéries, la première 
a t  ide tifi e da s les h t o stes d Anabaena variabilis ATCC 29413 (Schmitz et al. 1995). Celle de 
Synechocystis sp. PCC 6803 a été décrite pour la première fois par Appel et Schultz en 1996. 
Concernant leu  ôle pote tiel, il a t  appo t  da s la litt atu e u elle pou ait se i  de su stitut 
au complexe I de la respiration absent chez les cyanobactéries. Cependant toutes les cyanobactéries ne 
possèdent pas de gènes hox (voir prochain chapitre) et cette hypothèse a été remise en question. Plus 
tard un rôle de valve pour éliminer les électrons surnuméraires produits par la photosynthèse a été 
proposé chez Synechocystis (Appel et al. 2000, Cournac et al. 2004). Ces hydrogénases pourraient être 
liées faiblement aux membranes (directement ou indirectement), soit aux thylakoïdes de Synechocystis 
(Appel et al. 2000) ou d A a ae a va ia ilis ATCC 29413 (Serebryakova et al. 1996) soit aux 
membranes cytoplasmiques de Anacystis nidulans (Papen et al. 1986), eau oup d aut es a a t t  
retrouvées dans les fractions membranaires. 

 
Groupe 4 : H d og ases à [NiFe] espi atoi es asso i es au  e a es et g at i es d H2: 

Les hydrogénases de ce groupe sont généralement liées aux membranes et possèdent une sous-
unité caractéristique de très petite taille. Leu  fo tio  se ait d asso ie  l o datio  d u  g oupe 
carbonyle (provenant de formate, acétate ou CO  à la du tio  des p oto s d H2 ; l op atio  
e t ai a t u e up atio  d e gie d lenchée par une force proton motrice à travers la 
membrane. Elles possèdent une forte homologie avec les sous-unités transmembranaires impliquées 
dans le pompage de proton du complexe I de la Respiration. Ces enzymes sont parfois appelées 
« Hydrogénases con e tisseuses d e gie » a e  l a o e Ech (« Energy-converting hydrogenases ») 
comme chez Methanosarcima mazei où elles interagissent avec des ferrédoxines (Welte et al. 2009). 

 
6-2-3-2- Assemblage des hydrogénases à [NiFe] 
La grande variété de fonctions et de localisation subcellulaire des 

hydrogénases à [NiFe] a pas entrainé une diversité tout aussi grande des 
machineries d asse lage et de fo atio  du site a tif de ces enzymes. Ces 
derniers partenaires ont pu être identifiés en raison de la fréquente organisation 
e  luste  des g es d asse lage et de maturation. 

Pour découvrir cette a hi e ie d asse lage du site actif des 
hydrogénases [NiFe] chez E.coli, les chercheurs ont criblé par mutagénèse aléatoire du chromosome 
jus u à t ou e  des régions affe ta t l a ti it  h d og ase. Ils découvrirent ainsi un cluster de 5 gènes 
responsables de cet assemblage : hypABCDE (pour « genes affecting hydrogenases pleiotropically ») 
ai si u u  aut e g e lo alis  ailleu s : hypF. La o e latu e o e a t es g es d asse lage a 
été conservée pour la plupart des organismes présentant des homologies à l e eptio  de Azotobacter 

chroococcum : hupABYCDE). Un autre acteur capital de la maturation est une protéase qui clive la 
grande sous-u it  de l h d og ase. Elle est od e pa  hycI chez E.coli, et hoxW chez Synechocystis sp. 
PCC6803 et Synechococcus sp.PCC7942. 

  
Une description rapide du processus admis pour l asse lage du site [NiFe] de l h d og ase 

chez E.coli est décrit ci-après: 
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[NiFe]-hydrogenase metallo-cluster.
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Le dimère HypC/HypD accepte le ligand 
Fe, si ulta e t, H pF, à pa ti  d u e 
molécule de carbamoyl phosphate et de 
l hydrolyse d un ATP, catalyse la formation 
d u  ligand thyocyanate sur la protéine HypE 
en interagissant avec elle. Deux protéines 
HypE donnent ensuite leurs ligands CN au 
dimère Fe-HypC/HypD pour finalement 
former une structure (CO)(CN)2Fe-
HypC/HypD. Le centre métallique 
partiellement assemblé est alors transféré 
aux cystéines de la sous-unité catalytique 
HycE (HoxH chez Synechocystis) qui est dans 
une conformation « ouverte » permettant 
l i se tio  du site talli ue p urseur. 
L i se tio  du i kel au site a tif, est ensuite 
médiée par le complexe HypB/HypA. Ceci 
i pli ue u e tape d h d ol se de GTP pa  H pB à ote  ue H pA fo tio e g â e à du )i . D s 
que les 2 métaux ont été coordonnés à la grosse sous-u it  de l h d og ase, l e t it  C-terminale 
du polypeptide devient accessible à la protéase HycI (HoxW chez Synechocystis) qui peut alors la cliver 
afin que la sous-unité HycE (HoxH) atteigne sa forme finale, mature et active (Ghirardi et al. 2007). 

Le clivage de la grosse sous-unité de l h d og ase e se p oduit u ap s l assemblage correct 
du centre [NiFe] par les gènes hyp, assemblage comprenant aussi l appariement du Fe avec les ligands 
CN et CO (Maier et al. 1996). La délétion du gène hypF chez E.coli entraine une absence de clivage de 
son hydrogénase (Paschos et al. 2002). 

 
6-2-3-3- ‘ sista e à l o g e des h d og ases à [NiFe] 
L utilisatio  d o ga is es photos th ti ues 

contenant des hydrogénases (comme des 
cyanobactéries ou des microalgues vertes) pourrait 
pe ett e de o e ti  l e gie solai e e  
h d og e e  utilisa t l eau o e do eu  
d le t o s. Cepe da t, la plupa t des hydrogénases 
est inactivée par le dioxygène, ce qui restreint 
drastiquement leur utilisation durant la 
photos th se. L a lio atio  de la tol a e à 
l o g e de es e z es est d te i a te au 
développement de tels procédés biotechnologiques 
(Liebgott et al. 2010). 

 
Pa i les t ois g oupes o us d h d ogénases ([NiFe], [FeFe], [Fe]), seules les hydrogénases à 

[NiFe] ne sont pas i a ti es pa  l o g e de manière irréversible, mais sont susceptibles de 
récupérer la totalité de leur activité après réduction. Parmi celles-ci, certaines sont capables de 
atal se  la o so atio  ou la p odu tio  d H2 même e  p se e d oxygène, elles sont de fait 

particulièrement étudiées afin de comprendre les mécanismes de tol a e à l o g e. 
Bie  u e o e à lai i , il se le ue l i a ti atio  du site NiFe soit aus e pa  sa a tio  

a e  l O2 qui conduit à deux espèces oxydées « NiA » et « NiB », présentant un ligand oxygéné entre le 

Figure 23 

Figure 24 
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Ni et le Fe et do  i apa les d assu e  la fo tio  h d og ase. Pa  etour en anaérobie, les états NiA 
et NiB peuvent être réduits afin de retourner à une enzyme fonctionnelle, mais NiB de manière 
eau oup plus apide ue NiA. Il se le ait ue les h d og ases ualifi es de tol a tes à l O2 soit en 

fait de elles do t l o datio  p oduit le oi s d esp es NiA Lie gott et al. 2012).  
T s e e t, u e s ie de utatio s i l es su  la ali e  de l h d og ase de 

Desulfovibrio fructosovorans a pe is d ide tifie  u e utatio  pa ti uli e ali e e  histidine) 
rendant cette enzyme 1000 fois plus rapide à se réactiver en anaérobie. Les raisons de cette 
réactivation très rapide, comparable à celle de l h d og ase tol a te à l o g e d Aquifex aeolicus, 
seraient que la mutation modifie légèrement  le canal des gaz, pertu a t ai si l a tio  de l O2 sur le 
site [NiFe] et di i ua t g a de e t la po tio  d esp e NiA e A ou Ha da  et al. 2012). 

Pa all le e t, il ie t d t e d te i  ue les e z es tol a tes à l O2 possédaient un  cluster 
[Fe4S3] jus u alo s i o u, à p o i it  du site [NiFe] et ui pe ett ait de ai te i  le site a tif duit 
et d e p he  la fo atio  de l esp e NiA e  a t u  le de du tio  lo al fa o a le F its h et 
al. 2011). 

Les t a au  su  la sista e à l O2 des hydrogénases sont donc à poursuivre et bien que plusieurs 
résultats intéressants aient déjà pu être obtenus pa  di e ses uipes, ils e fo t pas l o jet de a 
thèse. 
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CHAPITRE 3 
Les Cyanobactéries, Synechocystis sp. PCC6803, La 
Photos th se et l h d og ase idi e tio elle 
 

 

 

 

 

 

 

 

Ce troisième chapitre resserre le cadre du sujet. Y sont traitées plusieurs caractéristiques des 

cyanobactéries en général, de Synechocystis sp. PCC6803 en particulier, ainsi que des principaux acteurs 

de la photosynthèse oxygénique. Ensuite, seront évoquées les connaissances actuelles concernant 

l h d og ase idi e tio elle, hez les a o a t ies et S e ho stis, le tout en traitant de son rôle 

probable chez ces organismes, de ses caractéristiques intrinsèques, de sa maturation et de quelques 

bref éléments de sa régulation transcriptionnelle.  

 

1- Les Cyanobactéries 
1-1- Que sont-elles ? 
 

Les cyanobactéries, anciennement appelées « algues bleues », sont des 
microorganismes procaryotes photosynthétiques, constituent un des groupes 
les plus varié et diverse des bactéries. Une multitudes de morphologies et de 
physiologies différentes en sont notamment caractéristiques et elles sont en 
grande partie responsables de l o ie tatio  u a sui i la Vie te est e depuis  
illia ds d a es. Il est g ale e t ad is u elles so t à l o igi e de 

l at osph e o g i ue et u elles joue t e o e à l heu e a tuelle u  ôle i po ta t da s le le 
géochimique de la planète.  

 
En plus de leur rôle capital dans les écosystèmes actuel et passé, 

elles p se te t aujou d hui u  t s fo t i t t iote h ologi ue pou  
l Ho e et so  a e i , ota e t e  e ui o e e la p odu tio  de 
ol ules d i t t pa  oie e ou ela le, et en particulier pour des 

biocarburants, des molécules à haute valeur ajoutée ou des compliments 
alimentaires. 

 
 
Chacun de ces points sera détaillé plus en profondeur dans les paragraphes à suivre. 

 
 
 
 

Figure 25 

Figure 26 
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1-2- Apparition et impact géologique des cyanobactéries 
 

 

La fo atio  de l U i e s e o te ait à plus de 
,  illia ds d a es ,  Ga , la fo atio  de la 

Terre daterait, elle, de peu après la formation du 
s st e solai e, est à di e e i o  ,  Ga, pa  
accrétion des poussières interstellaires puis des 
planétoïdes. 

La Terre des débuts était pas propice à la vie, 
t op haude, t op ag ati ue. Peu à peu elle s est 
refroidie et l eau o te ue da s l at osph e a pu 
commencer à se condenser et à précipiter, entrainant 
la formation des océans vers - ,  Ga. C est l e iste e 
de cette eau liquide qui pe it l appa itio  de la Vie 
sur notre planète, vers -3,8 à -3,5 Ga ; probablement à 
proximité de sources chaudes où de petites molécules 

o ga i ues pu e t o e e  à s asse le  et s o ga ise  e  a ost u tu es auto-réplicatives qui 
sont plus tard devenues le « vivant ». 

Les a o a t ies se aie t appa ues app o i ati e e t il  a e t e  et ,  illia ds d a es 
(Schopf et al. 2011), elles inventèrent la photosynthèse, une révolution biologique constituée du seul 
procédé chimique terrestre capable d utilise  de l e gie « extraplanétaire » pour fabriquer de 
nouvelles molécules : l e gie du Soleil.  

S h ati ue e t, les photo s solai es e ite t les pig e ts du photos st e, l e gie alors 
captée est utilisée pour clive  la ol ule d eau e  dio gène, protons et électrons : 

                
 

Les électrons ainsi générés sont ensuite utilisés par les différents métabolismes de la cellule pour 
alimenter tous ses métabolismes vitaux en pouvoir réducteur et participer à la fabrication de toutes les 
molécules lui permettant de survivre, croître et se multiplier. Parmi ces divers métabolismes, on peut 
notamment relever le cycle de Calvin-Benson (du nom de Melvin Calvin qui reçut en 1961 le prix Nobel 
de Chi ie  pou  sa d ou e te de l assi ilatio  du a o e pa  les pla tes . Ce le pe et au  
organismes photosynthétiques de fixer le CO2 atmosphérique et de le transformer en 
macromolécules saccharidiques. Le bilan total de la réaction est : 

                                                            
 
 Cette réaction qui créée des liaisons C-C est possi le g â e à l e gie appo t e pa  les ol ules 

de NADPH et d ATP ui so t le sultat di e t de la photos th se. C est, de plus, pa  e p o d  ue 
les cyanobactéries auraient consommé une partie du CO2 de l at osph e de l poque (une autre 
grande partie ayant précipité dans les océans en raison des pluies). Le CO constituait probablement 
plus de % de l at osph e et e t ete ait u  effet de se e pe a e t. Ces o ga is es eu e t ai si u  
i pa t olossal à l helle glo ale, a ec entre autres effets capitaux: 

- Une diminution du taux de CO2 atmosphérique, entrainant une nouvelle diminution de 
la température terrestre moyenne, et des effets directement liés à ces changements sur la 
Biosph e ui dû s  adapte . 

Figure 27 
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- L appa itio  d u e at osph e o g i ue t s o da te % d O2) à laquelle les 
o ga is es e ista t alo s du e t gale e t app e d e à s adapte . Cette ou elle at osph e 
d le ha l appa itio  de la ie a o i ue, ui ase so  e iste e su  la o so atio  de la 
molécule de dioxygène par le procédé de respiration (Schopf et al. 2011) et se trouve ainsi sous la 
dépendance directe de la vie photosynthétique.  

- La transmission verticale et 
horizontale de la « technologie » 
photos th ti ue à d aut es o ga is es 
(voir Fig.27). Cet héritage, qui se poursuit 
e o e aujou d hui, a e  à l appa itio  
du règne végétal tel que nous le 
connaissons. Il est ainsi admis que le 
chloroplaste réalisant la photosynthèse 
dans les plantes est le résultat de 
l e dos iose d u e a o a t ie a e  
une autre cellule eucaryote (Bhattacharya 
et al. 2007). Tous les organismes 
photosynthétiques actuels sont ainsi les 
héritiers de près ou de loin des 
photosystèmes inventés par les 
cyanobactéries. 

- Une augmentation massive de la 
biomasse planétaire. Les ol ules es pa  les a o a t ies et leu s h iti es, et u elles 
o t pu e  g â e à l e gie solai e, se so t et ou es da s la biomasse de tous les organismes 
situés plus haut dans la chaîne alimentaire. Cela a ainsi largement contribué à une augmentation 
du « pool » global de la biomasse. 

 
Au fi al, l autot ophie i e t e pa  les a o a t ies pe it de o st ui e u  ou el 

écos st e, as  su  des lois fo da e tale e t diff e tes de l os st e a t ieu  et auto-
entretenu presque sans accrocs depuis lors. Ce nouvel écosystème voit sa composition atmosphérique, 
le pool d o ga is es autot ophes photos th ti ues  et le pool d o ga is es h t ot ophes 
glo ale e t e  uili e depuis  illia ds d a es, ie  u e  pe p tuelle olutio  i te e e  
appli atio  des lois de l olutio  et a s ites pa  Cha les Da i . 

 
1-3- Les a o a t ies aujou d hui 

On vient de le voir, l h itage des a o a t ies est o e. Cepe da t leu  ôle e s est pas 
arrêt  il  a  illia ds d a es, elles so t toujou s p se tes da s ot e e i o e e t et  joue t 
toujours un rôle primordial. 

Elles sont présentes dans la plupart des écosystèmes et biotopes terrestres. En font partie les 
environnements aqueux (eaux douces, saumâtres et marines, sources chaudes) et une grande partie 
des environnements terrestres (incluant les déserts chauds ou polaires) (Shi & Falkowski 2008). Elles 
vive t pa fois aussi e  s iose a e  d aut es o ga is es, des plus si ples/petits o e dans les 
biofilms bacté ie s où l o  peut témoigner d u e oop atio  i te -espèces entre bactéries anaérobies 
et cyanobactéries, aux plus complexes, comme avec des plantes supérieures (angyospermes et 
gymnospermes) : certains travaux récents ont montré que les cyanobactéries constituaient les 
p i ipau  piph tes o ga is es i a t su  d aut es pla tes  fi ateu s d azote da s les fo ts 
tropicales et mangroves du Costa Rica (Rigonato et al. 2012, Furnkranz et al. 2008) et constitueraient 

Transmission du chloroplaste 
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ai si le p i ipal e teu  de l azote ol ulai e da s l ologie t opi ale. L appo t d azote da s les 
océans leur serait également en grande partie 
imputable. 

Elles o e tisse t l e gie solaire en 
biomasse hautement énergétique, avec une 
efficacité supérieure aux plantes (3-9% pour les 
cyanobactéries contre 0,25-3% pour les plantes, 
Ducat, Way et Silver 2011), et demeurent ainsi un 
des premiers maillons de la chaîne alimentaire et, 
de pa  le fait, la p e i e a i e à l e t e des 
toxiques dans cette chaîne. 

Elles participent également à une partie 
majeure de la production photosynthétique 
d o g e a tuelle. M e si elles e so t plus les 
seules à réaliser ce processus  (les plantes, algues 
et tous les autres organismes photosynthétiques y 
participant aussi), leur rôle reste de premier plan sur cet aspect. 

 
1-4- Intérêt biotechnologique 

Outre leur rôle indispensable, via la chaîne alimentaire, les cyanobactéries ont aussi présenté 
pendant longtemps un intérêt plus direct: les a as et e tai s peuples d Afrique et d Asie utilisaient 
classiquement certaines cyanobactéries, notamment des spirulines, et en faisaient la base de leur 
ali e tatio . Aujou d hui e o e, l utilisatio  des cyanobactéries est répandue dans les pays asiatiques 
et même occidentaux où on peut les trouver dans des compléments alimentaires. De nombreux projets 
humanitaires visent de plus à installer des fermes à cyanobactéries dans des pays en situation de crise 
ali e tai e afi  d app e d e au  lo au  à p odui e ette sou e de p ot i es, vitamines et 
antioxydants, directement par eux-mêmes. 

 

 
E  plus de leu  fo t i t t ali e tai e ui e  fo t des ultu es de hoi  pou  l a e i  ta t pou  

l ho e que pour ses productions animales, comme la pisciculture par exemple, les cyanobactéries 
produisent naturellement bon nombre de composés naturels à forte valeur ajoutée. On peut ainsi 
ele e  eau oup de ol ules d i t t thérapeutique ou sanitaire, comme des molécules 

Figure 29 
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anticancéreuses, des métabolites secondaires, de nombreux antioxydants (caroténoïdes) ou des 
précurseurs médicamenteux potentiels. Elles produisent également naturellement diverses molécules 
à oi d e aleu  ajout e ais d i t t so i tal tout aussi alo isa le : elles produisent ainsi des 
polyhydroxy alcanoates (PHA) et en particulier des billes de polyhydroxybutyrate (PHB). Ces billes 

olt es pou aie t de e i  u e sou e atu elle de ioplasti ue st at gi ue pou  l a e i . Les 
cyanobactéries peuvent également être des sources de biocarburant pertinentes : biodiesels et 
bioéthanol peuvent ainsi être produits chez ce tai es d e t e elles, de e ue du ioh d og e pa  
plusieurs voies métaboliques différentes qui ont été détaillées dans le précédent chapitre (Cassier-
Chauvat et Chauvat 2002). 

‘o ustes et o p titi es, les a o a t ies p se te t d aut es atouts 
biotechnologiques industriels forts : la plupa t des te h ologies d elopp es pou  les ultu es d algues 
(micro et macro), comme les photobioréacteurs et les raceways, peuvent être directement utilisées 
pour cultiver des cyanobactéries modifiées ou non. Elles p se te t, de plus, l a a tage ota le de 
pou oi  do i e  leu  os st e atu el et d t e oi s se si les au  o ta i atio s e t ieu es. 
Elles so t e  effet apa les d al ali ise  leu  e i o e e t jus u à des pH de  ce qui a pour effet 
d li i e  e tai s o p titeu s, ga a tissa t ai si u e plus g a de fle i ilit  d e ploitatio  ue 
certaines algues vertes fragiles en culture extérieure. Leurs exopolysaccharides naturels et les biofilms 
u elles peu e t fo e  e t e elles pe ette t gale e t d e visager des procédés de productions où 

les cyanobactéries seraient immobilisées sur des surfaces hétérogènes (billes ou surfaces) et ainsi 
faciliter certaines filières de culture. La uestio  de l e ploitatio  de sou hes odifi es e  a e a  
e t ieu  est bien évidemment pas e o e d a tualit  sous les latitudes françaises et étrangères, 
ais l utilisatio  de telles sou hes e  photo io a teu s fe s et isol s est totale e t e isagea le. 

 

 
Outre la diversité métabolique des souches cyanobactériennes, certaines d e t e elles peuvent 

être manipulées génétiquement. Synechocystis sp. PCC6803 est en effet un des premiers procaryotes à 
avoir eu son génome entièrement séquencé (Kaneko et al. 1996). Depuis lors ce sont environ 50 
génomes cyanobactériens complets qui sont connus ai si u u e i gtai e d aut es e o e en cours 
d a h e e t. La consultation en ligne de ces bases de données se fait librement sur des sites internet 
comme Cyanobase (genome.kazusa.org.jp/cyanobase/) ou MBGD (mbgd.genome.ad.jp). De 
nombreuses stratégies génétiques ont ainsi pu être développées pour manipuler, étudier et 
comprendre le métabolisme cyanobactérien. 

 
1-5- Classification des cyanobactéries 

1-5-1- Classification phylogénétique des cyanobactéries. 
 
Pa i les de i es faço  de lasse  le i a t aujou d hui, o  t ou e ette lassifi atio  de 

Ciccareli et al. 2006. Cet a e de la Vie a t  effe tu e su  la ase de l tude d u e t e tai e de g es 
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orthologues existants dans 191 espèces au génome séquencé. Parmi les paramètres pris en compte, on 
peut ai si  ele e  l e lusio  s st ati ue de tous les g es issus de t a sfe ts ho izo tau  plutôt 
que verticaux. Ces derniers travaux ont ainsi permis de confirmer des résultats depuis longtemps 
admis, ou de résoudre des classifications jusque-là e o e t s d attues. L e iste e d a t e 
commun à toutes les bactéries Gram positives a ainsi pu être encore une fois rapportée.  

Concernant les cyanobactéries, on relève notamment dans cette nouvelle classification un 
rapprochement phylogénétique des embranchements entre les cyanobactéries, les hyperthermophiles 
et les Deinoccoques ; ai si u u  app o he e t des supe  e a he e ts e t e les P ot o a t ies 
et le nouveau groupe précédent (cyanobactéries, déinoccoques et hyperthermophiles). 
  

Figure 32 
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1-6- Taxonomie des cyanobactéries. 
 

Les cyanobactéries présentent une très grande diversité morphologique, et constituent, en raison 
de leur extraordinaire ancienneté et flexibilité, un des plus larges et divers groupes bactérien actuels 
(Shi et Falkowski 2008). 

Certaines sont unicellulaires, de formes sphériques ou en âto ets. D aut es so t 
pluricellulaires et fo e t des fila e t de pa fois plus d u  t e de lo g, certaines sont encore 
capables de différencier spécifiquement certaines de leurs cellules afin de les spécialiser à des rôles 
spécifiques, comme les Nostoc qui peuvent spécialiser certaines de leurs cellules en hétérocystes qui 
alise t la fi atio  de l azote at osph i ue. 

 
 
Une première classification taxonomique a été proposée dans la Annual Review of Microbiology 

par Stanier et Cohen-Bazire en 1977. Ils proposaient alors une classification en 6 sections principales : 
 
 

I Chroococcales  Cyanobactéries unicellulaires à coques ou bâtonnets 

II Pleurocapsales  Cyanoba t ies u i ellulai es ui s agrègent par des parois externes 
partagées 

III Oscillatoriales  C a o a t ies fila e teuses ui e fo e t pas d h t o stes 

IV Nostocales  Cyanobactéries filamenteuses à hétérocystes formant des filaments de 
largeur égale 

V Rivulariales  Cyanobactéries filamenteuses à hétérocystes formant des filaments de 
largeur variable 

VI Stigonematales  Cyanobactéries filamenteuses à hétérocystes formant des filaments 
branchés. 

Figure 33 
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Mais plusieurs organismes ne trouvaient alors toujours pas de sous-groupe où se classer (www-

cyanosite.bio.purdue.edu). 
Peu de temps après une autre taxonomie de référence légèrement différente est apparue, basée 

sur les travaux de Rippka et al. 1979 (toujours sous la supervision de Roger Stanier). Cette deuxième 
classification comportait cette fois 5 sections : 
 

Section I 3 sous-groupes  Cyanobactéries unicellulaires qui se multiplient par fission binaire 

et bourgeonnement.  

Section II 2 sous-groupes  Cyanobactéries unicellulaires qui se multiplient par fissions 
multiples. 

Section III 2 sous-groupes   Cyanobactéries filamenteuses sans hétérocystes qui se divisent sur 
un seul plan. 

Section IV 2 sous-groupes   Cyanobactéries filamenteuses avec hétérocystes qui se divisent sur 
un seul plan. 

Section V 1 sous-groupe  Cyanobactéries filamenteuses avec hétérocystes qui se divisent sur 
plusieurs plans. 

 
Plus récemment encore, et grâce aux travaux de Carl Woese en phylogénétique, on a commencé 

à classer phylogénétiquement les différentes cyanobactéries en fonction de la séquence de leur ARN 
ribosomal 16S. En effet cet ARN très largement conservé entre les bactéries, archées et organismes 
supérieurs, est désormais largement utilisé pour classer des cyanobactéries nouvellement isolées dans 
la nature et donne des résultats très fréquemment en accord avec les 2 classifications présentées plus 
tôt (Kothari et al. 2012). Mais avec uniquement 70 génomes séquencés, les méthodes de classification 
phylogénétique de plus en plus pointues qui apparaissent sont encore limitées et cohabitent ainsi 
toujours avec les termes issus de la première taxonomie qui sont encore largement utilisés et répandus 
dans les différentes publications scientifiques ou sur les bases de données génétiques en ligne.  

On retiendra que quasiment aucune classificatio  e fait aujou d hui o se sus da s la 
o u aut  s ie tifi ue et u il appa ait e o e uotidie e e t de ou elles esp es ou de 

nouveaux genres de cyanobactéries, parfois très classiques, ou parfois plus exotiques comme dans le 
cas de certaines cya o a t ies s ioti ues ui s asso ie t a e  des o ga is es pou  o pl te  
certaines des carences des deux organismes. 

 
Pa  ailleu s ous pou o s à e poi t p is o ue  l e p ditio  Ta a O a s pa tie le  

septembre 2009 et pendant 2 ans et demi récolter des échantillons planctoniques autour du monde. 
Cette expédition devrait résulter en la découvertes de centaines de nouvelles espèces 
ph topla to i ues, et, ide e t u e g a de pa tie d e t e elles se o t a o a t ie es. 
L o je tif de ette e p dition est avant tout de démarrer un inventaire à grande échelle des espèces 
a i es e ista te et da s u  se o d te ps d esp e  t ou e  u  i t t iote h ologi ues au  

espèces qui seront découvertes. 
L uipe s ie tifi ue et les la o atoi es f a çais et trangers associés espèrent pouvoir déployer 

u  site i te et, g atuit et li e d a s, i e to ia t l e se le des esp es d ou e tes pa  
l e p ditio  à l ho izo  . 

 

T
a

b
le

 8
 



Page  | 73  

 
1-7- Quelques caractéristiques des cyanobactéries 

De manière intéressante, on peut relever que certains critères de discrimination des 
cyanobactéries, assez surprenants de prime abord, sont parfois utilisés.  

Un de ceux-ci concerne les taux de nucléotides G et C contenus dans leur ADN. Parmi les 4 
nucléotides A, T, G et C, les 2 de ie s s appa ie t e  effet a e   liaiso s h d og es o t e  pou  A 
et T, défaire un appariement entre G et C est ainsi plus difficile que pour A et T. Ce taux global de GC 
dans le chromosome a ainsi pu être mis en corrélation, dans certains cas, avec l e i o e e t atu el 
de la cyanobactérie : e  effet, plus l o ga is e i a da s u  ilieu haud, plus elle au a esoi  d u  
ADN fortement apparié pour rester stable, ainsi on rencontre des taux de GC bien plus élevés chez les 
cyanobactéries thermophiles que chez celles vivant dans les mers froides. Ce critère est ainsi parfois 
utilisé en complément pour caractériser des organismes cyanobactériens. 

De même, parmi les autres caractéristiques utilisables pour caractériser les cyanobactéries, on 
peut aussi ele e  la lo gueu  de leu  g o e. Ai si il se le u u e te da e g ale des 
a o a t ies a i es de haute e  est d a oi  u  g o e ou t UCYN-A : 1,44Mb) et à faible 

ploïdie (1 à 2 copie du chromosome) là où des organismes confrontés à des environnements changeant 
constamment nécessitent plus de flexibilité et donc plus de matériel génétique pour survivre (Nostoc 

punctiforme ATCC29133 : 9,05Mb) et souvent plus de copies de ce même chromosome (entre 3 et 16 
copie pour Synechococcus 
PCC7942). Il reste cependant des 
exceptions à ces observations 
empiriques qui restent encore 
largement inexpliquées à ce jour 
(la cyanobactérie marine 
Acaryochloris marina MBIC1101 
possède ainsi 8462 gènes sur 8,4 
Mb dont 25% des gènes sur 4 
plasmides).  

 
  

Figure 34 
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Cette diversité morphologique et génique est largement caractéristique du groupe des 
a o a t ies, il est sa s doute u e o s ue e de l a ie et  de es o ga is es ui o t pu 

évoluer dans le plus grand et varié des groupes phylogénétiques, mais cela restera certainement 
e o e lo gte ps u e ig e. ‘ e e t, l uipe su doise de Bi gitta Be g a , da s l a ti le 
Larsson et al. , a t a aill  à o p e d e l olutio  des g o es des a o a t ies afi  de ieu  
e e  les aiso s d appa itio s de ph ot pes o e la fi atio  d azote ou le a a t e fila e teu  

ou symbiotique de certaines souches. Par leur travaux bioinformatiques sur 58 génomes 
a o a t ie s,  ils o t is e  a a t l e iste e de  a hes p i ipales d olutio s des g o es, 

l u e o te a t les sou hes a a t app is à s adapte  à des e i o e e ts de i he et à d eloppe  
les a a t es sp ifi ues des a o a t ies o e la fi atio  de l azote et les h t o stes e  
augmentant la taille de leur génome et dupliquant des gènes, et l aut e a he o po ta t 
exclusivement des cyanobactéries unicellulaires plus simples qui aurait plutôt eu tendance à simplifier 
leur génome (voir Fig.35). Une autre conclusion intéressante de ces travaux était la mise en évidence 
de l e iste e de gènes exclusivement spécifiques aux cyanobactéries, représentant entre 4 et 6% du 
total des gènes et parmi lesquels 2 familles de protéines seulement sont partagées par tous les 58 
organismes : ces familles concernent un gène qui échappe à ce jour à toute annotation fonctionnelle 
mais au voisinage génique particulièrement conservé (serait relié à une ARN-polymérase), et une autre 
famille de petits gènes codant pour des régulateurs transcriptionnels de la famille des AbrBs (nous y 
reviendrons plus loin). 

Si ces quelques caractéristiques connues des chromosomes cyanobactériens peuvent parfois 
se i , t s peu d i fo atio s so t e  e a he dispo i les o e a t le o e de opies des 
différents plasmides que 
peuvent contenir les 
cyanobactéries et il est 
diffi ile d e t apole  u  ôle 
putatif général à ces 
morceaux de génome. Il 
semblerait, toutefois, que ce 
nombre puisse être 
relativement élevé et que les 
transferts horizontaux de 
plasmides (inter-espèces ; 
par le biais de cyanophages 
ou non) soient relativement 
faciles. Cette faculté des 
cyanobactéries pourrait 
expliquer en partie leur 
grande plasticité et facilité 
d adaptatio  à de ou eau  
environnements (Narainsamy 
et al. 2012). 

 
 
 

  

Figure 36 
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1-8- Culture de cyanobactéries 
Afin de maintenir des collections d u  g a d o e de a o a t ies les iologistes o t d its 
différents milieux de culture universels. Ceux-ci sont ainsi adapt s à l e t etie  de o  o e de 

souches mais ne réflètent pas forcément le milieu optimal de croissance de chaque souche : 

Les a o a t ies d eau dou e, de sol ou de sou e the ale et uel ues a o a t ies 
marines qui tolèrent de faibles forces ioniques sont cultivées dans le milieu BG-11 (Stanier & Cohen-
Bazire 1977, Rippka et al. 1979). Parmi ces cyanobactéries on relèvera une exception notable : les 
sou hes fi at i es d azote e  a o ie i lua t les a o a t ies à h t o stes et elles du ge e 
unicellulaire Gloeothece) qui sont cultivées dans du BG-110, ce milieu est similaire au BG-11 mais ne 
contient pas de NaNO3. Il a, en effet, été relevé que des croissances dans le BG-11 standard de ces 
sou hes pou aie t e e  à s le tio e  des uta ts ui pe de t leu  apa it  à fi e  l azote 
aérobiquement, qui forment des hétérocystes anormaux ou qui deviennent, plus rarement, 
d pou ues d h t o stes. ‘ippka et al. 1979) 

La plupart des cyanobactéries marines ne peuvent pousser dans le BG-11, ni même dans du BG-
11 supplémenté avec 3% de NaCl. Stanier & Cohen-Bazire ont montré en 1977 que ces cyanobactéries 
avaient des besoins très marqués en Na+, Cl-, Mg2+ et Ca2+. Ainsi la plupart de ces souches dites 
« marines » so t ai te ues da s u  ilieu MN ui est u e ase d eau de e  atu elle 
supplémentée avec les minéraux du BG-11 à mi-quantité. Certaines souches marines poussent 
epe da t fai le e t e e  MN et so t ai si ai te ues da s u  ilieu d eau de e  

synthétique : ASN-III 
Certaines cyanobactéries peuvent également avoir un besoin strict en vitamine-B12, on les 

maintient en général dans le milieu adéquat additionné de 10 µg.L-1 de vitamine-B12 
Pour les cultures en phase solide, les milieux doivent être préparés avec 1% final de BactoAgar de 

Dif o. La plupa t des a o a t ies pousse t o e a le e t et tol e t ie  l aga  su  de lo gues 
p iodes, est u e des aiso s ui i ite à o se e  les sou hes su  oîte de p t i plutôt u e  li uide 
lo s ue l o  doit les o se e  su  de lo gues périodes car elles survivent généralement plus 
lo gte ps ai si u e  ultu e liquide (Rippka et al. 1979).  

Concernant la température de croissance, il est généralement conseillé de les cultiver à 25°C 
même si les optima de croissance sont spécifiques à chaque souche. Pour les souches thermales, on 
o seille plutôt °C ui est p o he de la te p atu e i i ale u elles tol e t. Beau oup de 

cyanobactéries meurent rapidement si elles sont conservées entre 0°C et 4°C et ne peuvent donc pas 
être conservées au réfrigérateur. Cependant certaines souches, comme Synechocystis sp. PCC 6803, 
peuvent être congelées sur de très longues périodes en azote li uide pou u u elles soie t e  
présence de 5% w/v du gel protectant Diméthylsulfoxide (DMSO). 

De nombreuses cyanobactéries étant photosensibles (particulièrement celles contenant de la 
phycoérythrine) il est aussi recommandé de ne pas les cultiver à de trop hautes intensités lumineuses. 
Pour les cultures de conservation, 500 lux devraient ainsi être un maximum. Pour Synechocystis sp. PCC 
6803 les cultures de travail se font généralement entre 500 et 5000lux. 

De nombreux aspect concernant la conservation des cyanobactéries sont traités dans les travaux 
de Stanier et al. 1971. 
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2- Synechocystis sp. PCC6803  
Cette a o a t ie a t  isol e d u  la  d eau dou e o d-américain en 1968 proche de 

l u ive sit  de Be kele  l a ti le o igi al e p isa t pas l e d oit e a t). Classifiée dans le groupe 

arbitraire typologique IIA en raison de son caractère sphérique (Stanier et al. 1971) puis reclassée dans 

le genre (genus) Aphanocapsa, elle a été ensuite nommée Synechocystis sp. PCC6803. 

Historiquement, Synechocystis PCC6803, a été le modèle cyanobactérien d¹analyse de la 

photosynthèse (Rochaix, 1992; Debus et al., 1988; Dzelzkalns et Bogorad, 1988) et reste à ce jour la 

cyanobactérie la mieux caractérisée. 

Le fait u elle soit u i ellulai e, sa fa ult  d être naturellement génétiquement transformable 

(Rippka et al. 1979) et sa capacité à pouvoir pousser en hétérotrophie en ont fait un organisme modèle 

de choix. La photosynthèse et divers autres métabolismes présents dans tout le vivant, comme par 

exemple la lutte contre le stress oxydant, les dommages à l ADN ou la divisio  ellulai e, so t auta t 
d e e ples de do ai es pouvant être modélisés et étudiés chez Synechocystis sp. PCC6803. 

 

2-1- Physiologie de Synechocystis sp. PCC6803 

Synechocystis est unicellulaire, classée dans les Chroococcales, 
euryhaline (tolère différentes salinités, Richardson et al., 1983) et 
également mixotrophe (peut pousser sur glucose en faible lumière, 
Rochaix 1992, Dismukes et al. 2001), elle ne réalise cependant pas la 
fi atio  de l azote. Elle est apa le de s o ga ise  e  iofil s e  
synthétisant des exopolysaccharides qui relient les cellules entre elles. Elle 
est par ailleu s otile et apa le de espi e  e  duisa t l o g e e  
empruntant une voie similaire aux mitochondries.  

Elle est aussi capable de supporter un pH très alcalin qui permet par la même occasion de limiter 
la contamination microbienne des cultures (Summerield et Sherman 2008) 

Elle possède à peu près autant de chlorophylles que de phycocyanines et pousse très bien dans 
un milieu minéral (BG11, voir matériel et méthodes) à 25°C ou 30°C, et la revue de Rippka et al. 1979 la 
décrit comme tolérant des températu e de oissa e alla t jus u à °C su  plusieu s jou s. Son 
optimum de croissance est de 34°C. 

Motile (phototactisme positif), Synechocystis est capable de se déplacer de façon à bénéficier 
d u  lai e e t opti al. 

D u  poi t de ue iote h ologi ue elle est capable de produire des bioplastiques (notamment 
des pol h d o ut ates ou PHB , de l h d og e ia so  h d og ase idi e tio elle, et elle 
p se te gale e t de o euses ol ules d i t t ol ules a tio da tes, a ti a euses 
etc...) (Cassier-Chauvat et Chauvat 2002). 
  

Figure 37 
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 Génétique de Synechocystis 
Comme déjà évoqué plus tôt, Synechocystis a été le 3ème 

organisme procaryote dont le génome a été séquencé (après 
Haemophilus influenza et Mycoplasma genitalium), et le 
premier organisme photosynthétique (Kaneko et al. 1996). 
Son chromosome fait 3 573 470 paires de bases de long pour 
3317 gènes et est consultable librement sur le site internet 
cyanobase (http://genome.microbedb.jp/cyanobase). Ce petit 
chromosome circulaire est polyploïde (Labarre et al. 1989) et 
chaque cellule contient une dizaine de copies du chromosome 
en phase exponentielle de croissance (dont chaque copie 
semble exprimée). 

Le génome comporte également plusieurs plasmides de 
2,3 à 120 kpb, représentant 10% du génome et portant le total 
de celui-ci à 3725 gènes sur presque 4 Mbases.  

 Synechocystis est un organisme facilement manipulable 
génétiquement, il est en effet naturellement transformable 
lors de la transition entre les phases exponentielle et 
stationnaire de croissance (Shestakov et Khyen, 1970). La 
recombinaison homologue, très efficace, permet de déléter les 
gènes (Grigorieva et Shestakov 1982; Pakrasi et al. 1988 ; Labarre et al. 1989) et il accepte facilement la 
conjugaison avec un plasmide réplicatif comme le pFC1 construit au laboratoire (Mermet-Bouvier et 
Chauvat 1994). D aut es outils pe ette t l a al se i  i o de l e p essio  et la fo tio  de i po te 
quel gène ainsi que la localisation subcellulaire des protéines correspondantes (Marraccini et al. 1993; 
Poncelet et al. 1998; Mazouni et al. 2003; Mazouni et al. 2004). 

 

3- La photosynthèse oxygénique chez les cyanobactéries et Synechocystis 
 

Comme expliqué plus tôt, les 
a o a t ies se aie t à l o igi e des 

chloroplastes des plantes, et ainsi, en 
ta t u o ga is e photos th ti ue 
modèle, procaryote et unicellulaire, 
Synechocystis a servi de modèle pour 
comprendre les mécanismes 
moléculaires de la photosynthèse. 

 C est p i ipale e t sa ualit  
de bactérie mixotrophe, lui permettant 
de pousser malgré des mutations de 
l appa eil photosynthétique qui seraient 
létales aux plantes supérieures, qui a 
permis la o p he sio  fo da e tale de la photos th se ue ous a o s aujou d hui. 

L appa eil photosynthétique est composé de 2 complexes moléculaires membranaires: les 
photosystèmes I et II (PSI et PSII). Un de ces deux macrocomplexes enzymatiques, le PSII, permet de 
atal se  la l se de la ol ule d eau et de g e  u  g adie t de p oto s et d le t o s au sei  du 
th lakoïde afi  d e  ti e  de l e gie, et le deu i e o ple e, le PSI, apte la lu i e solai e afi  de 
réduire les ferrédoxines et al.imenter la cellule en énergie. 

Figure 38 

Figure 39 

http://genome.microbedb.jp/cyanobase
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Ci-après une description non exhaustive des multiples acteurs de la photosynthèse et des rôles de 

ha u , suivie d u  ila  s th ti ue su a t les a is es p i ipau  pa  les uels les o ga is es 
autot ophes se p o u e t de l ergie. 

 
3-1- Le thylakoïde 

Cet e se le de e a es est situ  à l i t rieur 
même des cyanobactéries. L espa e i t ieu  d fi i pa  la 
e a e th lakoïdale s appelle lu e  alo s ue l espa e 

extérieur est constitué du cytoplasme (pour les 
cyanobactéries) ou « stroma » (pour les chloroplastes). 

 
Les 

différents acteurs 
de la 

photosynthèse 
sont liés à cette 
membrane. Ainsi 
le photosystème I 
est l a teu  le plus 

souvent « à l o s u it  » de tous. Le photosystème II se 
trouve lui toujours du côté cytoplasme du thylakoïde, pour 
recevoir un maximum de lumière. Le complexe cytochrome 
b6/f se t ou e pa tout da s le th lakoïde, l ATP s thase se 
t ou e plutôt à p o i it  des zo es d e pile e t de 
thylakoïdes appelées « grana ». 

Les protéines permettant le processus 
photosynthétique constituent une part importante (environ 
30%) de l e se le des p ot i es des o ga is es 
photosynthétiques. 

 
 

3-2- Les phycobilisomes 
Les phycobilisomes sont les antennes collectrices d e gie 

lumineuse du PSII chez les cyanobactéries. Ce complexe se trouve 
du côté cytoplasmique de la membrane thylakoïdale et est constitué 
à 80% de phycobiliprotéines (PBP) arrangées en antennes 
collectrices, maintenues ensembles par des linkers.  

 
Les PBP constituent les sous-u it s des a te es olle t i es et so t u e asso iatio  d u  

chromophore, appelé phycobiline, et de la protéine elle-même. On compte fréquemment plus de 100 
sous-unités PBP par phycobilisome. Il existe 4 types de phycobilines principales, certaines espèces 
pouvant parfois présenter des exceptions, notamment la ph o th o a i e ui est pas p se te 
chez tous les organismes dont Synechocystis. Ces phycobilines sont localisées le long du complexe en 
fonction de leurs différents potentiels énergétiques. Le bon agencement des PBP, reliés entre eux par 
des linkers protéiques, pe et d assu e  u  t a sfe t e g ti ue a e  u  e de e t ua ti ue de 
plus de % le lo g de l a te e Gao et al. 2011):  
  

Figure 40 

Figure 41 

Figure 42 
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Phycobiline Abréviation Lo gueu  d’o de d’a so ptio  Localisation dans le 

complexe 

Allophycocyanine APC 620nm - 651nm - 670nm Noyau du complexe 

Phycocyanine PC 555nm - 620nm Antennes périphériques 

Phycoérythrine PE 498nm - 546nm - 566nm Extrémités des antennes 

Phycoérythrocyanine PEC 570nm - 595nm Extrémités des antennes 

(Bryant et al. 1982) 
 
 
Les phycobilines sont des pigments colorés. 

Schématiquement, il s agit de tétrapyrolles linéaires 
plus ou moins modifiées. Elles sont moléculairement 
proches des chlorophylles qui contiennent un 
t t ap olle li ue, ais la lisatio  ta t pas 
op e, elles peu e t a so e  des lo gueu s d o de 
lumineuses bien plus basses que ne le peuvent les 
hlo oph lles. Ce tai s s ie tifi ues s a o de t à dire 
ue e s st e olle teu  d e gie p se te ait u  a a tage olutif pou  les a o a t ies ui so t 

ainsi capables de réaliser la photosynthèse sans entrer en compétition trop directement avec les autres 
organismes collecteurs de lumières, mais gale e t a  ela leu  pe et d attei d e des i hes 
écologiques différentes : à des p ofo deu s plus i po ta tes, les lu i es de lo gueu  d o de plus 
fai les so t oi s a so es pa  les olo es d eau et les a o a t ies pou aie t ai si olle te  la 
lumière même à ces profondeurs plus défavorables. 

 
 

 
 

La st u tu e od lis e d u e a te e peut t e ep se t e 
comme le montre la figure 44 : les antennes de PBP sont rattachées à un 
des 3 noyaux, ou « cœurs », du phycobilisome qui reçoit les électrons 
collectés par les pigments photosynthétiques des PBPs. Ensuite le trimère 
de noyaux transmet ces électrons au Photosystème II qui prend le relais.  

 
Récemment une image en microscopie électronique a été prise des 

phycobilisomes de Synechocystis et valide le modèle jusque-là proposé, 
ai si ue l i po ta e des li ke s da s l asse lage des a te es A te i 
et al. 2009). 

 
 

  

Phycocyanobiline Phycoerythrobiline

O O
HO OH

NH HN
O ON

H
N

O O
HO OH

NH N
O ONH

H
N

Figure 43 

Figure 44 

Table 9 
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3-3- Le photosystème II 
 
 
Le PSII reçoit directement des électrons de la part des phycobilisomes ou bien 

depuis so  p op e s st e d a te es olle t i es, se si les à des lo gueu s d o des 
différentes des PBP du PBS grâce à ses propres pigments photosynthétiques : les chlorophylles. Il utilise 
cette énergie pour finalement oxyder la mol ule d eau il s agit du « Water Oxydizing Complex » WOC 
ou pa fois ualifi  da s l aut e se s :  « Oxygen Evolving Center » OEC) par la réaction suivante: 

 
 

                  
 
 
Cette réaction est la plus thermodynamiquement 

difficile à réaliser par le vivant et demande ainsi un 
énorme apport énergétique pour se faire.  

 
 
 
 
 
A ce jour un seul complexe de PSII a pu être cristallisé pour une diffraction aux rayons X et il 

p o ie t d u e a o a t ie the ophile : Thermosynechococcus elongatus (Ferreira et al. 2004). Le 
complexe dimérique mesure ainsi 105 Å de haut (dont 45 Å transmembranaires), pour 205 Å de long et 
110 Å de large. Chaque monomère contient 19 sous-unités, 36 chlorophylles, 7 caroténoïdes trans 
p o a le e t des β-carotènes) et un site actif OEC. Ce site actif contient 

un motif Mn3CaO4, de forme semblable à un cubane, et lié à un 4ème atome 
de Mn par un pont mono-µ-oxo (Ferreira et al. 2004). 

 
 
 
Les travaux anglo-japonais confirment de plus que pour réaliser la photolyse de la molécule 

d eau, u e as ade de sites talli ues et de ofa teu s est utilis e da s le PSII afi  d a e e  le 
pouvoir réducteur depuis les antennes CP43 et CP47, ou le PBS, jus u au site a tif du PSII. Les sultats 
pe ette t gale e t de isualise  la g a de ua tit  de hlo oph lles plus d u e t e tai e  et de 
caroténoïdes inclus dans le supercomplexe, ainsi que les nombreux cofacteurs non métalliques qui 
pa ti ipe t à la a tio  et à l a he i e e t t s apide des le t o s au sei  de l e z e. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

β-carotène

Figure 45 

Figure 46 
Figure 47 

Figure 48 
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Schématiquement, la lumière excite les chlorophylles du PSII, particulièrement sur les seules 

sous-unités contenant des pigments photosensibles : les 2 sous-unités CP43 et CP47 qui sont 
pa ou ues espe ti e e t de  et  hlo oph lles, i itia t u  t a sfe t de l e gie olle t e d u  
côté de la membrane e s l aut e. Le t a sfe t e g ti ue se fait de p o he e  p o he e  faisa t 
passer les électrons par divers cofacteurs et caroténoïdes jus u au site talli ue. Pa all le e t, le 
site talli ue fi e u e ol ule d eau su  u  seul de ses io s M 2+ (celui à l e t ieu  de la st u tu e 
cubane), puis, alimenté en électrons par la cascade décrite plus tôt, un intermédiaire contenant une 
espèce Mn(IV) ou Mn(V) hautement réactive et électrophile se forme, permettant dans la foulée la 
formation du dioxygène. Dans le e te ps ue ette o datio  de la ol ule d eau, le site a tif 
transfère le pouvoir réducteur récupéré à des plastoquinones qui se détachent du complexe et sont 
transférées au milieu transmembranaire pour rejoindre le complexe cytochrome b6/f. 

Les protons sont directement relâ h s da s le lu e  th lakoïdal et l O2 va diffuser rapidement 
vers le milieu extracellulaire, bien que dans certains cas il puisse subir des suroxydations conduisant 
aux esp es a ti es de l o g e, les ROS, traitées plus en détails au chapitre 5 mais qui peuvent être 
responsables de graves dommages cellulaires. 
  

Figure 49 
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3-4- Le complexe cytochrome b6/f 
Ce complexe protéique transmembranaire est une pompe à protons. Il reçoit les 

électrons depuis le pool de plastoquinone et les utilise pour introduire de nouveaux 
protons depuis le cytoplasme jusque dans le lumen thylakoïdal, augmentant encore 

davantage le gradient de protons des 2 
côtés de la membrane, processus déjà 
e ta  pa  l a ti it  du photosystème II. 
Les électrons sont ensuite récupérés par 
les  petites protéines à cuivre 
plastocyanine qui les transfèrent au 
Photosystème I. 

Le cytochrome b6/f contient 
quelques pigments photosynthétique : 
des chlorophylles et des caroténoïdes. 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

3-5- L ATP synthase 
Son ôle est de g e  de l ATP, sou e d e gie pou  de o euses e z es de la 

ellule, à pa ti  d ADP et de phosphate Pi , et des protons créés dans le lumen thylakoïdal par 
le PSII et le complexe cytochrome b6/f.  

 
Le passage des protons dans le « rotor » du complexe enzymatique entraîne une série 

de ha ge e t o fo atio els ui e t aî e t la phospho latio  atal ti ue de l ADP au 
niveau du stato  de l ATP s thase. 

 
L ATP est di e te e t s th tis  da s le toplas e de la ellule et est p t à t e utilis  pa  

tous les ta olis es itau  de l o ga is e 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figure 50 

Figure 51 

Figure 52 

Figure 54 
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3-6- Le photosystème I 
Le photosystème I est le deuxième type de complexe protéique des organismes 

photosynthétiques capable de collecter la lumière. En comparaison du PSII il y a 
davantage de PSI au sein des cellules (entre 3 et 5,5 fois plus, Rakhimberdieva et al. 2001). 

Le PSI peut exister in vivo sous forme monomère ou trimère (organisé comme un trèfle). La 
forme trimère du PSI de la cyanobactérie thermophile Thermosynechococcus elongatus a été 
cristallisée en 2001 par une équipe allemande (Jordan et al. 2001). Chaque monomère est composé de 
12 sous-unités protéiques différentes qui coordonnent 127 cofacteurs différents dont 96 chlorophylles, 
2 phylloquinones, 3 centre Fe4S4,  a ot oïdes et  lipides. Le PSI apte l e gie lu i euse a e  u  
large s st e d a te es i te es et guide les le t o s olle t s jus u au e t e a tio el pa  u e 
cascade de cofacteurs avec une grande efficacité. Le cluster Fe-S de bout de chaîne transfère ensuite 
son électron à une ferrédoxine (ou une flavodoxine dans certains cas) du côté cytoplasmique du 
thylakoïde. Chez Synechocystis, la t i isatio  du PSI se fe ait pa  le iais d u  io  Ca2+ à l i te face 
entre les monomères de PSI (Jordan et al. 2001). 

 
  

Figure 55 

Figure 56 

Figure 57 
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D u  poi t de ue ol ulai e, le photos st e I est u  asse lage p ot i ue o ple e ui 
poss de so  p op e s st e d a te es olle t i es de lu i e, elles aussi se asa t su  le pou oi  
collecteur des chlorophylles. Il a cependant été découvert dans certains cas, notamment lorsque 
l o ga is e e t e e  a e e e  Fe , un système complémentaire de collecte de la lumière qui lui 
pe et de s adapte  et d o o ise  le tal, il s agit de la protéine IsiA.  

 
3-7- Ferrédoxine/Flavodoxine et FNR 

Les électrons issus de la photosynthèse sont utilisés pour la 
réduction de la ferrédoxine, il s agit d u e petite p ot i e o po ta t 
un site [Fe2S2], situé directement à la surface de la protéine et 
permettant des oxydations/réductions rapides. Puis elle distribue les 
électrons photosynthétiques à différentes voies métaboliques, dont 
l assi ilatio  de l azote, et e  passa t pa fois pa  diff e ts 
intermédiaires comme la ferrédoxine NADPH Réductase (FNR), qui 
alimente le métabolisme du carbone, ou la ferrédoxine thiorédoxine 
réductase (FTR), li e à l ho ostasie du souf e. 

 

Synechocystis sp. PCC6803 possède 9 gènes codant pour des ferrédoxines, a priori, de fonctions 
différentes, mais encore non claires. Les ferrédoxines constituent un carrefour capital après la 
photos th se, est pa  elles ue les diff e ts ta olis es ellulai es so t ali e t s en énergie. 

 
3-8- La chaî e de t a sfe t d le t o s 

La machinerie photosynthétique est un ensemble de 4 super-enzymes complexes, parcourues 
d u e g a de ua tit  de ofa teu s talli ues et o -métalliques et qui communiquent 
électrochimiquement entre eux grâce à de petites molécules (plastoquinones) ou de petites protéines 
gale e t talli ues plasto a i es  ui fo t la a ette. L objectif de cette machinerie complexe 

est l ali e tatio  e g ti ue de l o ga is e pa  la p odu tio  d ATP et de NADPH. 
La lumière solaire traverse la membrane externe des cellules pour atteindre les thylakoïdes. Les 

photons atteignent alors le phycobilisome, ils excitent les électrons des pigments photosynthétiques 
des ph o ilip ot i es et t a sf e t ette e gie jus u au o au du PBS et fi ale e t jus u au 
photosystème II. Cela pe et le assage de  ol ules d eau su  le site a tif du PSII et la fo atio  
d u e ol ule d o g e, de  p oto s et  le t o s :                   

Figure 58 

La ferrédoxine alimente en électron l'ensemble des voies métaboliques 

Figure 59 
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Certains de ces électrons sont utilisés pour régénérer les pigments photosynthétiques et les 
autres quittent le PSII par le biais des plastoquinones. Les plastoquinones réduites passent ensuite les 
électrons au complexe cytochrome b6/f, une pompe à protons figée dans la membrane. Le passage des 
électrons au travers de ce complexe est couplé au pompage de protons du cytoplasme vers le lumen 
des thylakoïdes et o ti ue d aug e te  le g adie t de p oto s e t e les  ôt s de la e a e. Ce 
g adie t de p oto s de plus e  plus fo t e peut e suite t e a u  ue pa  l ATP s thase ui utilise 
le passage de protons depuis le lumen vers le cytoplasme pour phosphoryler un ADP en ATP 
(photophosphorylation). 

 
Lorsque la lumière est transférée au PSI, les électrons sont transférés directement aux 

ferrédoxines, qui les transfèrent alors au système NADP réductase qui va réduire le NAD(P)+ en 
NAD(P)H directement dans le cytoplasme. 

 
Les électrons venant du PSII ne peuvent être transmis au PSI que par l a tio  d u  aut e 

intermédiaire moléculaire en sortie du cytochrome b6/f : les plastocyanines. Ces électrons suivent 
ensuite le circuit PSI-ferrédoxine-FNR-NADPH et al.imentent à leur tour la cellule en pouvoir réducteur. 

 
 
 
 
 
 

3-9- Synechocystis et l h d og e 
Figure 60 



Page  | 86  

Comme nous venons de le voir, la photosynthèse alimente toute la cellule en pouvoir réducteur. 
Ce pouvoir réducteur peut, ou non, être utilisé directement sous sa forme électronique par interaction 
directe avec les ferrédoxines ou pa  l i termédiaire du NAD(P)H.  

Synechocystis fait partie des quelques cyanobactéries à posséder une hydrogénase 
bidirectionnelle fonctionnant avec du NAD(P)H, et est donc capable de catalyser une production 
d h d og e sous e tai es o ditio s ie  sp ifi ues et détaillées plus loin. 

A p e i e ue, il se le do  ue l h d og ase de Synechocystis s i i ue e  
« compétition » avec les voies métaboliques fonctionnant avec le NADPH ou utilisant des accepteurs 
te i au  d le t o s photos th ti ues. Ai si le le de Cal i , l assi ilatio  de l azote et 
l ho ostasie du souf e so t e  o p titio  a e  la p odu tio  d h d og e. La NADH 
déshydrogénase constitue aussi une forme de compétition puisque son rôle est de permettre au pool 
de plastoquinones de se maintenir à un niveau rédox acceptable en utilisant le NADPH à cette fin. (En 
ce sens, il a e  effet t  p ou  u u e d l tio  de NDH  pe ettait u e p odu tio  d h d og e 
soutenue pendant 30 minutes en présence de glucose (Cournac et al. 2004). 

Il e iste peu de o aissa es su  le ôle de l h d og e da s le ta olis e a o a t ie  et 
le ôle de l e z e et les a is es de p odu tio  ou de o so atio  d H2 sont encore très flous. 
Cette question sera traitée plus en détails dans le paragraphe suivant. 

La chaîne de t a sfe t d’ le t o s photos th ti ues, et le ta olis e de l’h d og e 

Figure 61 
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4- L h d og ase idi e tio elle Ho EFUYH de Synechocystis 
L o jet de a th se est l tude de la régulation de l e p essio  de l hydrogénase bidirectionnelle 

HoxEFUYH chez Synechocystis sp. PCC6803. Cette hydrogénase-[NiFe] appartient au groupe 3d décrit 
plus tôt dans le chapitre 2 paragraphe 6 et est codée par un opéron de 8 gènes dont 3 sont de 
fonctions encore inconnues. 

 
Parmi les cyanobactéries, il existe (Chapitre  pa ag aphe , deu  t pes d h d og ases. Les 

« uptake » hydrogénases hez les a o a t ies fi at i es d azote, ou hydrogénases qui consomment 
l H2 p oduit pa  la it og ase ui utilise  ATP pa  ol ule d H2 produite. E  l a se e de cette 
hydrogénase, on obtient une production plus stable de dihydrogène, mais la réaction que catalyse la 
nitrogénase ne se produit que dans les seules cellules spécialisées, les hétérocystes. La biomasse 
hétérocysteuse détachée à cette « p odu tio  d h d og e » est donc très faible et hautement 
de a deuse d e gie. Pa  ailleu s les sou hes fila e teuses p oduisa t de hauts i eau  
d h d og e pa  oie it og ase, comme certaines Nodularia, sont parfois hautement toxiques 
(Allahverdiyeva et al. 2009). Tous es l e ts fo t ue ette oie est pas a tuelle e t la plus 
intéressante biotechnologiquement. 

 
Le t pe d h d og ase ui est l o jet de a th se est le se o d : elui de l h d og ase 

bidirectionnelle, Hox, pour Hydrogène oxydation, capable de catalyser réversiblement la réaction            o e a t la o so atio  d u  NAD P H. Ce t pe d h d og ase a t  d it 
da s la se tio  d des fa illes d h d og ases à Ni-Fe et il est g ale e t ad is u elle 
fonctionnerait da s des oies de iop odu tio  d h d og e de t pe biophotolyse directe ou indirecte 
plus aise la le e t i di e te a  l h d og ase est se si le à la p odu tio  d o g e, a p io i 

incompatible avec le schéma de la biophotolyse directe). 
 
Ci-après une présentation plus complète mais toujours non-e hausti e de l e z e et de ses 

particularités  
 

4-1- L e z e 
La p e i e o atio  d u e e z e pa tagea t des ho ologies a e  u e d shydrogénase 

d E.coli chez Synechocystis sp. PCC6803 date de 1996 (Appel et Schulz). Ils t ait e t de l e iste e 
d u e h d og ase à i kel duisa t le NAD P  et do t les  sous-unités HoxY et HoxH sont 
apparemment organisées en opéron avec 6 autres gènes les précédant (de fonctions connues ou 
inconnues, voir détails plus loin).  

 
A l i age des aut es e z es de e fo tio  o ues chez d aut es o ga is es, 

l h d og ase idi e tio elle des a o a t ies fut de p i e a o d i agi e o e o pos e de 
seulement 4 sous-unités, dont HoxFU constituerait la partie diaphorase et HoxYH la partie 
hydrogénase. Cependant en 2002, les travaux de Schmitz et al. rapportèrent que chez Synechocystis, 
une cinquième sous-u it  Ho E opu ifiait a e  l h d og ase a ti e, atta h e à sa pa tie diapho ase. 
Suite à es t a au , d aut es h d og ases bidirectionnelles furent identifiées avec plus de 4 sous-
unités, chez des organismes relativement éloignés comme les bactéries pourpres 
sulfatoréductrices Thiocapsa roseopersicina et al.lochromatium vinosum qui possèdent ainsi une 
hydrogénase bidirectionnelle similaire à celles des cyanobactéries (Rakheli et al. 2004, Long et al. 
2007), ou encore Ralstonia eutropha qui possède 2 sous-unités HoxI en complément de HoxFUYH. 
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Pre i res vo atio s d’u e h drog ase idire tio elle hez les cyanobactéries 

Unicellulaires 
Synechocystis sp. PCC 6803 Appel et Schulz 1996 

Gloeocapsa alpicola CALU 743 Sheremetieva et al. 2002  

Filamenteuses sans 

hétérocystes 

Lyngbya majuscula Schutz et al. 2004, Leitao et al. 
2005 

Arthrospira et Spirulina spp. Zhang et al. 2005a, b 

Filamenteuses à hétérocystes 
Nostoc spp. Tamagnini et al. 2000, Schutz et 

al. 2004 

D’apr s Tamagnini et al. 2007 

 
Ai si aujou d hui o  sait ue l e z e Ho EFUYH est u e talloe z e o stitu e de  sous-

unités formant deux parties de fonctions distinctes : une partie diaphorase catalysant la transformation 
de NAD(P)H en NAD(P)+ et une partie hydrogénase catalysant la réaction           . La 
p i ipale pa ti ula it  de ette e z e est d t e e si le, est à di e soit de pouvoir produire ou 
consommer la molécule de dihydrogène de manière a priori symétrique en fonction du micro 
environnement auquel elle est exposée. La partie diaphorase est constituée des 3 sous-unités codées 
par les gènes hoxE, hoxF et hoxU alors que la partie hydrogénase est constituée des 2 sous-unités 
codées par hoxY et hoxH ; HoxH étant la sous-unité siège de la réaction           . La deuxième 
pa ti ula it  de l h d og ase de Synechocystis sp. PCC  est d t e également non irréversiblement 
i a ti e pa  l o g e 

Cette enzyme hétéropentamérique possède de nombreux cofacteurs métalliques permettant le 
transfert d le t o s et les catalyses chimiques. Ainsi HoxH comporte plusieurs cystéines servant à lier 
le site actif [Ni-Fe] de l e z e, et les  aut es sous-unités HoxE, HoxF, HoxU et HoxY contiennent 
divers clusters [Fe-S] gale e t ide tifi s g â e au  otifs st i es u ils ontiennent (Ghirardi et al. 
2007). La petite sous-unité HoxY, contiendrait ainsi un site [4Fe-4S]. Les 2 sous-unités HoxF et HoxU 
forment la partie catalytique de la moitié diaphorase et présenteraient respectivement des motifs pour 
contenir un site [2Fe-2S] et un site [4Fe- S]. Bie  ue l e z e e p se te pas de do ai e 
transmembranaire, elle a été plusieurs fois identifiée dans les fractions membranaires et donc 
considérée comme « faiblement attachée aux membranes ». HoxE serait impliqué dans cet 
attachement aux membranes, ainsi que dans le transfe t d le t o s, puis u il p se te gale e t u  
motif pour un site [2Fe-2S] (Ghirardi et al. 2007). De plus, chez Synechocystis, HoxEFUYH existerait sous 
forme de dimère in vivo (HoxEFUYH)2  (Schmitz et al. 2002). 

 

Sous-unité Motifs conservés Fonction de la sous-unité 

HoxE [2Fe-2S] 
Sous-u it  d atta he e t au  e a es, t a sfe t d le t o s, 
respiration ? 

HoxF 

[2Fe-2S], [4Fe-4S], fixation 
NAD+, fixation flavine 

mononucléotide (FMN) 

Grande sous-unité de la pa tie diapho ase, t a sfe t d le t o s, 
respiration ? 

HoxU [2Fe-2S], 3[4Fe-4S] 
Petite sous-u it  de la pa tie diapho ase, t a sfe t d le t o s, 
respiration ? 

HoxY [4Fe-4S] 
Petite sous-unité de la partie hydrogénase-[NiFe], transfert 
d le t o s ? 

HoxH [Ni-Fe] Grande sous-unité de la partie hydrogénase-[NiFe], site catalytique 

D’apr s Carrieri et al. 2011 

Table 10 

Table 11 
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R sista e à l’o g e 

 Comme il a été évoqué précédemment, les hydrogénases sont des enzymes particulièrement 
sensibles aux effets du dioxygène qui les inactive durablement. 

Chez Synechocystis sp. PCC6803 toutefois, et à la différence des hydrogénases de 
Chlamydomonas reinhardtii, l h d og ase idi e tio elle Ho EFUYH est pas irréversiblement 
i a ti e pa  le dio g e. Cette a a t isti ue est t s i t essa te a  la se si ilit  à l O2 de cette 
enzyme présente actuellement un vrai challenge technologique pour le développement de souches 
industriellement intéressantes.  

Plusieurs équipes cherchent à comprendre par quels 
mécanismes certaines hydrogénases sont plus résistantes que 
d aut es à l o datio  tandis que d aut es he he t à a lio e  la 
résistance de ces souches par évolution dirigée de l e z e 
(problématique se heurtant de plus à la difficulté de développer un 
i le à haut d it effi a e . Il se le ait u u  a al pe etta t 

la circulation des gaz au sein de la sous-unité HoxH ait été identifié 
et pou ait t e le iais pa  le uel l oxygène vient inactiver le site 
actif à Ni-Fe. Les p i ipales pistes sui ies à l heu e a tuelle pou  
di i ue  a tifi ielle e t la se si ilit  à l o g e de l e z e ise t à e he he  à ou he  e a al 
et le e d e da a tage i pe a le à l o g e. Quelques détails supplémentaires sur les 

a is es de l i a ti atio  et de la a ti atio  apide de l e z e o t t  dis ut  au chapitre 
précédent. 
  

Figure 62 

Figure 63 

D ap s Li d lad et al.2008 
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4-2- Région génomique de hox 
Le cluster codant pour l h d og ase idi e tio elle de Synechocystis PCC6803 a été identifié en 

1996. A l po ue, les 2 gènes hoxY et hoxH ont clairement été identifiés comme portant la fonction 
hydrogénase dans l op o , hoxF et hoxU participant à la réduction du NAD(P) et le rôle des 4 autres 
g es de l op o  ta t inconnu. En 2002 le rôle de HoxE comme 3ème sous-unité de la partie 
diapho ase de l e z e a été révélé (Schmitz et al. 2002). Aujou d hui, la fonction de trois gènes reste 
encore à éclaircir. 

Cette o ga isatio  est pas o se e hez toutes les a o a t ies o e le appo te l tude 
de Tamagnini et al. (2002 et 2007), ce serait même plutôt une exception. Ainsi dans plusieurs cas les 5 
gènes hoxE, hoxF, hoxU, hoxY et hoxH sont séparés en deux clusters sur le génome qui ne 
correspondent souvent pas aux deux parties supposées « autonomes » de l e z e. Ai si  g es su   
de la pa tie diapho ase so t uasi s st ati ue e t à la suite l u  de l aut e hoxE et hoxF), alors que 
le troisième gène hoxU est souvent présent en amont des gènes hoxY et hoxH de la partie 
hydrogénase. C est pa  e e ple le as hez Synechococcus sp. PCC7942 où hoxEF est éloigné de 
hoxUYH, ce dernier transcrit comportant de plus hoxW directement à sa suite (mais éventuellement 
soumis à un promoteur indépendant de hoxUYH) et chez Synechococcus sp. PCC6301, où hoxEF 
forment un seul transcrit et hoxUYH en forme un second avec hoxW, hypA et hypB (Sjoholm et al. 
2007, Bothe et al. 2008. 

 
 

  

Figure 64 
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4-3- Assemblage du site [Ni-Fe] 
Comme je l ai évoqué lors de l i t odu tio  g ale concernant les 

hydrogénases à [Ni-Fe], le site catalytique de HoxEFUYH est assemblé grâce aux 
complexes H pABCDEF. Le d tail du p o essus de atu atio  a pas t  d it 
chez Synechocystis et est encore une extrapolation de ce qui est connu chez 
d aut es organismes possédant des hydrogénases à [Ni-Fe], en particulier E.coli.  

Pour le détail du processus connu, se référer au paragraphe 1-6-4-2 du chapitre précédent. 
La figure suivante illustre les 6 protéines HypABCDEF, dont plusieurs contiennent des centres 

métalliques.  

E  , l uipe d Hoffman et al. a entrepris une étude du complexe hyp de Synechocystis sp. 
PCC . Il s a e ue hez ette a o a t ie  g es o t t  ide tifiés, les gènes hypCDEF de E.coli 
o t u u  seul ho ologue a o a t ie , ta dis ue hypA et hypB en ont deux chacun : hypA1, 

hypA2, hypB1 et hypB2. Dans leur étude, ils ont délété séparément chacun des 8 gènes chez 
Synechocystis et ont pu observer la dispa itio  de l a ti it  h d og ase lo s de la d l tio  des  g es 
hypA1, hypB1, hypC, hypD, hypE et hypf ; la délétion de hypA2 et hypB2 a a t e  ie  odifi  
l a ti it  h d og ase sau age. Ils concluent que les 6 premiers gènes sont effectivement ceux 
i pli u s da s la atu atio  de l h d og ase de Synechocystis et que les deux gènes hypA2 et hypB2 
pourraient être i pli u s da s la atu atio  du site talli ue d u e aut e e z e, u e a gi ase, 
dont le gène est située juste en amont de ces derniers (Hoffman et al. 2006). 
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[NiFe]-hydrogenase metallo-cluster.

Figure 65 

Figure 66 
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Ces t a au  o t gale e t pe is d ide tifie  l ho ologue de la p ot ase hycI de E.coli qui clive 
l e t it  C-terminale de HoxH lorsque le site NiFe est en place. Chez Synechocystis il s agi ait de 
HoxW (slr1876), dont la délétio  de l o ga is e a ule gale e t toute a ti it  h d og ase 
(Hoffman et al. 2006) 

 
4-4- T a s iptio  de l op o  hoxEFUYH 

4-4-1- L A‘N essage  
Chez Synechocystis PCC6803, un seul transcrit polycistronique (de taille indéterminée) en 

conditions standards de croissance a t  d it jus u à p se t. Diverse études depuis 2005 tendent à 
prouver ce fait : 

 Les travaux de Oliveira et Lindblad en 2005 ont permis de montrer u il e istait u  t a s it 
couvrant toute la zone de hoxE à hoxH. Ils ont réalisé une RT-PCR avec un ADN amorce partant de la fin 
du gène hoxH, le p oduit u ils o t o te u a t  a al s  pa  PC‘ et les  g es hoxE, hoxF, hoxU, hoxY 
et hoxH ont pu être amplifiés à partir du produit de la RT-PCR (confirmé par northern blot). Ce résultat 
d o t e l e iste e d u  A‘N essage  ou a t l e se le du luste , ais e lut epe da t pas 
la possibilité de plusieurs amplicats de RT-PCR possible à partir de leur amorce, et dont un seulement 
ou i ait la totalit  l op o .  

Un seul start de transcription à l op o  e  a o t de hoxE, exactement 168 paires de bases en 
a o t de l ATG de hoxE, a été mis en évidence dans leur travaux.  

Ils o lue t su  l e iste e d u  A‘N essage  ou a t les  g es, ais e lue t pas ue 
d aut es A‘N puisse t e iste  sa s u ils aie t pu le d te te . L e se le de leu  a ipulatio s o t t  
effe tu es e  o ditio s sta da d de oissa e a e  ullage d ai . 

 
 Les travaux d u e autre équipe (Gutekunst et al. 2005), montrent des résultats similaires: 
Un seul sta t de t a s iptio , au e e pla e e t  pai es de ases e  a o t de l ATG de 

hoxE), à partir d u e a o e i te e au g e hoxE, et d A‘N issus d u e ultu e de Synechocystis 
cultivée en conditions de photoautotrophie (conditions standards). 

En utilisant la possi ilit  d a plifie  pa  ‘T-PC‘ des f ag e ts d ADN ui, de p o he e  p o he, 
recouvrent l e se le du luste ; et en utilisant gale e t le fait ue e pla e  la zo e  o  
traduite en amont de hoxE par une cassette de résistance à un antibiotique comportant un terminateur 
de t a s iptio  pe et d a oli  toute a ti it  h d og ase du uta t sulta t, ils o lue t u u  
seul A‘N essage  e peut e iste , et à pa ti  du seul sta t de t a s iptio  u ils o t ide tifi , da s les 
conditions standard de croissance.  

 
 Plus récemment, Mitschke et al. 2010 ont réalisé une cartographie à grande échelle de tous les 

sites d i itiatio  de t a s iptio  des g es de Synechocystis. Ils trouvent également un seul site 
d i itiatio  de la transcription  pai es de ase e  a o t de l ATG de hoxE, cette fois pour 
l e se le de l op o  hoxEFUYH, confirmant les travaux des 2 équipes précédentes. Cependant on 
notera encore une fois ue l tude a t  effe tu e su  des A‘N pu ifi s d u e sou he ulti e en 
conditions standard de croissance.  

 
Les conclusions des 3 équipes sont ainsi concordantes mais non suffisantes pour exclure 

totale e t la possi ilit  d u e e p essio  o ditio elle d A‘N messager interne uniquement sous 
e tai es o ditio s u ils o t pas imaginer tester. Par exemple, étudier les o ditio s où l a ti it  

hydrogénase augmente pourrait indiquer un autre résultat. 
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Pou  les a gu e ts ui plaide aie t e  fa eu  de l e iste e de t a s its additio els, o  peut 
relever que chez d aut es o ga is es p o hes, l op o  hoxEFUYH est ue a e e t o ga is  e  u  
seul cluster comme chez Synechocystis (voir paraphe précédent). Par exemple, chez Nostoc sp. PCC 
7120 (Sjoholm et al. 2007, Tamagnini et al. 2007) une région génomique contient les gènes alr0750, 
hoxE et hoxF arrangés en un premier opéron et 8,8 kilobases, et plus loin on trouve les autres gènes: 
hoxU, alr0763, hoxY, alr0765 et hoxH. Les auteu s appo te t u il e iste ait au moins trois transcrits 
différents pour cette structure clustérisée : un transcrit couvrant les 5 gènes (hoxU, alr0763, hoxY, 
alr0765 et hoxH), un transcrit couvrant les 3 premiers et enfin un autre couvrant les 2 derniers 
(Sjoholm et al. , ils appo te t epe da t ue le t a s it ajo itai e da s les o ditio s u ils 
ont testées serait le plus grand. Il est intéressant de noter que chez Nostoc sp. PCC7120 les gènes 
codant pour la partie diaphorase sont éparpillés dans le génome : les gènes hoxE et hoxF sont 
effectivement séparés de hoxU et ne sont pas corégulés. A l i e se o  e a ue hez et o ga is e 
que les gènes hypABCDEF qui pa ti ipe t à l assemblage du site [Ni-Fe] sont clustérisés et non 
éparpillés su  le g o e o e est le cas chez Synechocystis. 

Le paragraphe suivant illustre également quelques exemples de transcription asymétrique des 2 
parties de HoxEFUYH dans certaines conditions de culture, remettant éventuellement en question 
l id e d u  seul et u i ue t a s it. 

 
4-4-2- Le niveau de transcription 
A la diff e e des h d og ases a t ie es, l e z e Ho  des a o a t ies s e p i e à la 

fois en conditions aérobies et anaérobies (Appel et al. 2000 ; Gutekunst et al. , est assez 
surprenant quand on sait que Hox est i hi e pa  l o g e. Quoi u il e  soit, da a tage de t a s its 
o t t  esu s e  o ditio s de i oa o ie ou d a a o ie hez Synechocystis sp PCC6803 et 
Nostoc sp. PCC 7120 (Tamagnini et al. 2002, Kiss et al. 2009, Sjoholm et al. 2007) : La quantité de 
transcrits hoxEFUYH étant multipliée par 5-  da s le as d u e microaérobie lumineuse, et hoxEF 
aug e ta t e o e jus u à -  fois plus e  i oa o ie so e ou i oa o ie oupl e d u e 
i hi itio  hi i ue du t a sfe t d le t o s au i eau du cytochrome b6/f (Kiss et al. 2009). 

Le i eau de t a s its se le gale e t o ditio  pa  la sou e d azote do t dispose les 
cellules, ainsi Nostoc muscorum CCAP1453/12 transcrit constitutivement les gènes hox, par contre, 
chez Anabaena variabilis, la oissa e e  o ditio s de fi atio  de l azote i duit u e aug e tatio  de 
la transcription de hoxYH  à la fois dans les hétérocystes et ses cellules végétatives (Boisson et al. 
2000) ; il semblerait donc que dans es o ditio s l h d og ase se e plutôt à la o so atio  de 
l h d og e.  

 
De manière intéressante, il a été aussi démontré que l a o da e des transcrits hox à la fois de 

Synechocystis sp. PCC6803 et de Synechococcus elongatus suivent un rythme circadien, avec une 
aug e tatio  à la lu i e et u e di i utio  à l o s u it . De plus, une augmentation de la quantité 
des ARN a été observée en condition de forte lumière (Kiss et al. 2009). Simultanément, ils ont montré 
une diminution des transcrits hox lorsque le cycle de Calvin était inhibé par le glycolaldéhyde et une 
réaugmentation par inhibition additionnelle de la photosynthèse (avec du DCMU ou du DBMIB), 
suggérant un rôle de Hox dans la régulation des niveaux redox lors de la photosynthèse et de la fixation 
du a o e afi  d ite  les su -réductions des transporteurs redox. La même équipe a aussi démontré 
que lorsque Synechocystis sp. PCC  tait i u e da s l o s u it , ou lo s ue le t a spo t 
d le t o  tait i hi , les t anscrits hoxEF augmentent davantage que les transcrits hoxUYH.  

Comme suggéré dans la revue de Carrieri et al. , si des t a s its diff e ts s a u ule t 
différemment lorsque les conditions environnementales varient alors que le cluster est a priori exprimé 
comme un opéron polycist o i ue, ela peut t e dû à des a iatio s de sta ilit  de l A‘N messager. 
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E  , l uipe de Mits hke et al. a également mis en évidence le rôle de deux ARN non-codants qui 
gule aie t fo te e t l e p essio  de Ho  : un premier ARN fortement induit en conditions obscures 

situé en amont de hoxE, et un second ARN en aval de hoxH, lui fortement induit en conditions 
lumineuses. Un troisième ARN non codant plus petit existerait aussi et chevaucherait celui en amont 
de hoxE. Nous le e o s plus loi  e  guise d i fo atio s o pl e tai es, ais l a u ulatio  de 
ces 2 ARNs non codants sont également dépendants du régulateur transcriptionnel AbrB2. 

 
4-4-3- Une régulation traductionnelle? 
L A‘N  hox pou ait su i  u e gulatio  t adu tio elle, ais à e jou  au u e tude a t  

menée sur ce sujet. Ainsi, Il y a en effet de longs espa es e t e ha u e des  O‘FS de l op o  qui 
pourraient être cible de RNAses ou de différentes protéines qui inhiberaient ou favoriseraient la 
traduction. 

A ce jour, les études ont porté uniquement sur le niveau de transcrits hox et pa fois su  l a ti it  
hydrogénase finale. Au u e a tudi  l a u ulatio  des p ot i es Ho . Rie  i di ue ue le niveau 
de transcrits soit di e te e t p opo tio el à la ua tit  d e z e a ti e da s la ellule, et da s le as 
de l h d og ase idi e tio elle, la ua tit  des hape o nes Hyp est un élément déterminant de 
l asse lage de la p ot i e Ho  o  atu e. Pa all le e t à ette gulation au niveau de 
l asse lage, une régulation traductionnelle pourrait compenser des accumulations de transcrits afin 
de maintenir un meilleur o t ôle su  le i eau d h d og ase da s la ellule, et i e se e t, u e 
dégradation plus ou moins rapide des peptides pourrait se produire en fonction des conditions 
e i o e e tales sa s ue ous e  soupço io s à e jou  l i po ta e. 

Un schéma résumant ces différentes notions de niveaux de régulation sera apportée au prochain 
chapitre. 

 
4-4-4- Les facteurs impliqués dans la t a s iptio  de l op o  hox 

A ce jour, deux régulateurs transcriptionnels ont été décrits comme interagissant avec la région 
amont de hoxE. Ces deux facteurs transcriptionnels, LexA et AbrB1, ont été décrits comme influant 
positi e e t su  l activité hydrogénase (Gutekunst et al. 2005, Oliveira et Lindblad 2005, Oliveira et 
Lindblad 2008). 

Le chapitre 4 traitera plus en profondeur de ces 2 régulateurs transcriptionnels, des superfamilles 
auxquelles ils appartiennent et de ce qui est connu quant à leu  ôle su  l e se le du ta olis e de 
Synechocystis. 

 
4-4-5- Fo tio e e t de l h d og ase de Synechocystis 

Cournac et al.  o t d it la p odu tio  d h d og e hez Synechocystis. Lorsque les cellules 
sont soumises à une anaérobie à l o s u it  pa  ullage d a go , la p odu tio  d H2, mesurée par un 
spe t o t e de asse, d a e et se sta ilise ap s a ti atio  de l e z e (qui était inactivée par 
l O2). Pa  passage e  phase lu i euse, le i eau d H2 mesuré subit une brève impulsion rapidement 
so e u e t e tai e de se o des  et lo s ue l H2 est e ti e e t o so , la p odu tio  d O2 

démarre. Leurs t a au  i di ue t ue l e z e est pas i diate e t i a ti e à et i sta t p is 
ais plus ta d. Ap s e as ule e t à l o s u it , la p odu tio  d H2 doit atte d e ue le i eau d O2 

redevienne nul (environ 2 minutes) et ue l e z e se a ti e (environ une minute) pour redémarrer.  
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U e e a ipulatio  e e a e  l i hi iteu  du PSII DCMU e p he toute p odu tio  
d o g e e  phase lu i euse, le p ofil de l h d og e suit epe da t le e p ofil : une brève 
i pulsio  sui ie d u e apide o so atio  de tout l H2. Pa  as ule e t o s utif à l o s u it , la 
p odu tio  d H2 ed a e i sta ta e t, l a se e d O2 a a t pas i hi  l e z e. 

Cette p odu tio  d H2 t a sitoi e est e o e al o p ise, et d aut es pa a t es o e pa  
exemple la carence en soufre sont favorables à ette p odu tio  d h d og e (Zhang et al.2008). 

 
4-4-6- Bila  su  l h d og ase de Synechocystis 

Résumé des paragraphes précédents : 

L h d og ase idi e tio elle de Synechocystis s e p i e à pa ti  d u  op o  o ta ist o i ue 
comportant les 5 gènes hox E, F, U, Y et H ainsi que 3 gènes de fonctions inconnues. Il existe au moins 
un ARN essage  o po ta t es  g es, do t l e p essio  est positi e e t gul e pa  au oi s 
deu  gulateu s t a s ipto i ues, ais des e p essio s de pa ties de l op o  da s e tai es 
o ditio s e so t pas e lues. La sta ilit  de l A‘N  pou ait gale e t fai e l o jet d u e gulatio  

post transcriptionnelle (ARN non-codants ou autres facteurs protéiques inconnus qui en modifieraient 
la stabilité). 

Les  pa ties de l h d og ase, diapho ase Ho EFU  et h d og ase Ho YH , o po te t 
plusieurs centre Fe-S différents qui doivent nécessairement être assemblés par des protéines mais qui 
sont encore inconnues. Le centre [NiFe] de HoxH est assemblé par le complexe HypA1B1CDEF, dont les 
 g es so t dispe s s su  le g o e. Fi ale e t, l e t it  C-terminale de HoxH est clivée par la 

p ot ase Ho W, fi issa t l asse lage de l e z e. 
In vivo, l h d og ase idi e tio elle a t  ue sous fo e d u  di e Ho EFUYH 2 faiblement 

relié aux membranes thylakoïdales. Cette liaison serait hypothétiquement réalisée grâce à la sous-unité 
HoxE qui interagirait avec une protéine membranaire du thylakoïde.  

La sous-unité HoxF réalise la réaction réversible :                          
La sous-unité HoxH réalise la réaction réversible :               

Figure 67 
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4-5- Rôle biologique 
Connaître le ôle d u e e z e hez u  o ga is e particulier ne signifie pas toujours que celui-ci 

est partagé chez tous les organismes où on peut trouver un homologue. De même, un rôle apparent 

découvert sous certaines conditions peut e  alit  t e u u e i ide e du ôle v ita le, e o e 
i o u, a  la o ditio  la plus iti ue a pas e o e t  e p i e t e. C est ai si ue la g o i ue 
et l a al se des o ditio s naturelles métaboliques des organismes analysés peut aider, dans une 

première approche, à proposer un rôle à certaines enzymes. 

 
4-5-1- Les rôles supposés 
Histo i ue e t, de o eu  ôles o t t  att i u s à l h d og ase idi e tio elle, sou e t 

suite à des observations ponctuelles.  
 
Assistance à la fermentation 

Ainsi, quand il a été remarqué que 
les cyanobactéries fermentaires 
possédant une hydrogénase 
bidirectionnelle produisaient de 
l h d og e si ulta e t au p o essus 
de fermentation, ils proposèrent que Hox 
permettrait ainsi de régénérer du NADP+ 
à partir du NADPH et que ceci leur 
permettrait de ré uili e  l ho ostasie 
rédox des cellules, perturbée par 
l a u ulatio  des p oduits de la 
fermentation (Carrieri et al. 2011). Cette 
hypothèse étant nettement supportée par le comportement de la cyanobactérie Gloeocapsa alpicola 
CALU743, fermentaire à haute productivité en hydrogène mais ne possédant pas de nitrogénase. Cette 
a o a t ie p oduit de g a des ua tit s d h d og e lo s de la fe e tatio , ais au u  des 

produits classiques de la consommation du NADPH par les enzymes classiques (éthanol et lactate) 
laissant ainsi penser que la cellule ne peut pas régénérer son pool de NADP+ aut e e t u e  laissa t 
l h d og ase idi e tio elle o de  le NADPH. De plus, le fait que les transcrits hox soient également 
i duits e  o ditio  d a a o ie suppo te aussi ette h poth se, ais ette aug e tatio  des 
t a s its est pas toujou s sui ie d u e aug e tatio  effe ti e de l a ti it  h d og ase da s es 
conditions (Appel et al. 2000), incitant à pense  ue l aug e tatio  du i eau de t a s its se i ait 
plutôt à o pe se  u e i sta ilit  de l h d og ase da s es o ditio s plutôt u u  esoi  sup ieu  
de celle- i. L h poth se est gale e t pas appli able pour les cyanobactéries non-fermentaires et 
poss da t l h d og ase idi e tio elle.  

 
Gestion du pool de NAD(P)H  

Il a également été observé chez Synechocystis que, lo s d u  passage o s u it  à lu i e,  la 
photos th se d le he u e ou te p odu tio  d H2, sui ie i diate e t ap s d u e 
consommation de ce même H2, parallèle au début de la fixation du CO2 et préliminaire à la production 
d O2 (Cournac et al. . Il se le ait ai si ue Ho  ait u  ôle da s l i itiatio  d u e ou elle phase 
de croissance : lo s d u e t a sitio  lu i e-obs u it , elle p odui ait d a o d de l H2 puis le 
consommerait pour réduire le NADP+ e  NADPH afi  d assiste  la fi atio  du CO2. Fixation du CO2 qui 
s i itie diffi ile e t ua d les pools de t a spo teu s le t o i ues s o de t fa ile e t o e est 
le cas dans ce type de transitions lumineuses. 

Figure 69 
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Les travaux rapportés par Ananyev et al. en 2008 évoquent quant à eux que « les conditions 
physiologiques et nutritionnelles qui permettent la croissance photoautotrophique optimale sont 
souvent non-optimales pour la p odu tio  d h d og e », effectivement, les facteurs qui élèvent le 
atio NADH/NAD+ fa o ise t la p odu tio  d h d og e ais e so t pas fa o a les à la croissance. 

Cette remarque est supportée par des résultats sur Synechococcus sp. PCC7002 (Carrieri et al. 2009): ils 
appo te t u u  uta t de la tate désh d og ase Δldh), enzyme consommatrice de NADH pendant 

la fermentation (voir Fig.69 , p oduit  fois plus d h d og e pa  ui ale t a oh d ate ue la 
souche sauvage, phénomène corrélé avec un ratio NADH/NAD+ 2 fois supérieur. 

Il se pou ait ai si ue le ôle de l hydrogénase bidirectionnelle soit, plus généralement, de 
maintenir le ratio NADH/NAD+ à un niveau équilibré pour la cellule et de contrebalancer les 
fluctuations de ce ratio en réponse aux changements environnementaux a upts u elle peut 
rencontrer.  

 
L’h drog ase, valve à le tro  pe da t la photos th se 

Cette idée de valve à électron a tout d a o d t  suggérée par Appel et Schulz en 1998 et 2000. 
Selo  eu , ua d u  e s d le t o s est po tuelle e t g  pa  la photos th se, l h d og ase 
Hox les utilise pour générer du dihydrogène, comme un sipho  alte atif d le t o . 

Ils o t ai si ele  u u  utant hoxH- (délété de la sous-unité hoxH) aurait (au niveau 
transcriptionnel) une augmentation du ratio PSII/PSI et une diminution du ratio 
phycobilisome/chlorophylle en comparaison de la souche sauvage (Appel et al. 2000). Leur équipe a 
également montré que la itesse d o datio  et de du tio  du P700 était sensiblement diminuée, 
sugg a t ai si u e so te d i te a tio  e t e Ho  et la a hi e ie photos th ti ue. 

Co e o u  plus tôt Ho  est e p i e à la fois e  o ditio  d a o ie ou d a a o ie, et 
pou ta t elle est pas ce s e t e a ti e e  p se e d o g e appelo s ue l i a ti atio  de Ho  
pa  l O2 est transitoire et non définitive chez Synechocystis sp. PCC6803). La raison de la présence de la 
protéine dans les conditions photosynthétiques doit donc être élucidée. Il semble probable que 
l h d og ase ait u  ôle da s l a uatio  de l e s le t o i ue ou l ajuste e t de la ala e de 
rédox durant la photosynthèse, autrement dit un rôle de valve à électrons. Cependant, il reste à 
desig e  u e e p ie e ui e  appo te ait la p eu e et o t e ait l a a tage ph siologi ue 
d e p i e  Ho  du a t la photos th se.  

 
L’h drog ase, u  r gulateur r do  

La présence de cette enzyme dans seulement certaines cyanobactéries et pas dans toutes, sous-
tend le fait que cette dernière confère un avantage évolutif dans des conditions environnementales 
spécifiques. Son côté « bidirectionnel » laisse pe se  u elle pou ait jouer un rôle dans le maintien de 
l ho ostasie edo  de la ellule, ota e t d e p he  u  i eau de NAD P H/NAD P + trop élevé 
e  o ditio s i oo i ue ou a a o i ue, ou de pe ett e d aug e te  e atio lo s u il est t op as 
et que la cellule dispose d H2. 

Un avantage évolutif possible à la possession de Hox pourrait être que la cellule soumise à une 
t op g a de ua tit  de NAD P H, pou ait di i ue  e pool e  l o da t au p i  de p oto s 
seulement, et non au prix de substrats carbonés. Cet avantage évolutif serait rencontré lorsque les 
cellules se trouveraient en conditions microaérobiques ou anaérobiques et ne pourraient donc pas 
dispose  de l a epteu  t aditio el des le t o s de la espi atio  : l O2 (Cependant on peut noter 
u au u e a o a t ie o ue est apa le de alise  de espi atio  a a o i ue a e  u  aut e 

a epteu  d le t o s ue l O2 . Les ellules au aie t pas alo s à sa ifie  u e ol ule a o e 
u elles au aie t dû p ala le e t fi e  au p i  d ATP, i à l e te . La ol ule d h d og e diffuse 
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effectivement beaucoup plus facilement hors des cellules et membranes que des acides organiques ou 
des alcools. (Carrieri et al. 2011) 

Pa  ailleu s, l tat do  de la ellule est sus epti le de a ie  eau oup plus apidement que la 
itesse de diffusio  du dih d og e. Ai si o  peut i agi e  ue la e si ilit  de l h d og ase 
idi e tio elle pou ait pe ett e d e ploite  l h d og e gazeu  dissout o e se e d le t o s 

ou de protons, particulièrement lors de changement abrupts comme des transitions de lumière à 
obscurité. 

On peut également rappeler à ce niveau les travaux de Cournac et al. 2004 qui o t p ou  u e  
l a se e du o ple e NdhB, qui sert à réduire le pool de plastoquinones, au niveau du PSII, 
éventuellement suroxydé durant la photosynthèse en consommant du NADPH, Synechocystis était 
apa le de soute i  u e p odu tio  o ti ue d h d og e pe da t p s de  i utes e  p se e de 

glucose. Ils o t o t  ue l h d og ase assu e la du tio  de protons (et donc la production 
d h d og e  lo s ue le pool de NAD P  de Synechocystis est réduit à plus de 99,9%, phénomène 
a i a t ue da s e tai es o ditio s pa ti uli es : dans les conditions standard il ne serait réduit 
u au  e i o s de % d ap s Coole  et Ve aas . U  uta t e o te a t plus l e z e NdhB 

présente ainsi un pool de NADP réduit à 100% (il y a environ 10 fois plus de NADP que de NAD, réduit à 
70%, chez Synechocystis, Coole  et Ve aas  e tau  pe et à l h d og ase de fonctionner afin 
d a ue  et e s de pou oi  du teu . La p odu tio  d H2 u il o tie e t da s le uta t M  
(NdhB-  du e uel ues i utes, et plus lo gte ps e o e lo s u ils ajoute t du glu ose ui aide ait à 
maintenir le niveau de réduction du NADP très haut et également à inhiber légèrement la production 
d O2 et do  d ite  l i a ti atio  de l h d og ase. 

 
Ces résultats montrent e o e l i po ta e de l h d og ase idi e tio elle da s le ai tie  

du statut rédox de la cellule lorsque celle-ci se trouve dans des situations métaboliquement 
dangereuses. 

 

Le pa ag aphe suiva t essa e d appo te  d aut es l e ts de po se e  lai a t la uestio  
sous un angle différent : o p e d e le ôle de l h d og ase e  fo tio  de l e vi o e e t des 
cyanobactéries qui la portent . 

 

4-5-2- Un lien entre environnement et fonction? 
Cette h d og ase est loi  d t e la ge e t pa due pa i les a o a t ies, e  effet, e 

se ait e plutôt l i e se puis ue oi s de la oiti  des a o a t ies e e s es et séquencées 
en présentent une (voir Fig.70). Vouloir extrapoler sur son rôle par une généralisation sur les 
environnements où on la trouve est donc encore un peu hasardeux étant donné le faible nombre de 
cyanobactéries connues et présentant une activité hydrogénase.  
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Actuellement, la seule 
constatatio  est u au u e 
cyanobactérie de haute mer dont le 
génome a été séquencé ne possède 
d h d og ase idi e tio elle. 

Ce constat pour ait s e pli ue  
pa  l a se e de esoi  d u e fo tio  
hydrogénase chez ces organismes, mais 
pas nécessairement. En effet, la 
première interprétation de cette 
répartition de Hox pourrait être que les 
conditions environnementales où 
l h d og ase est importante ne 
seraient que très rarement rencontrées 
en haute mer. Par exemple, le niveau 
d o g e dissout en haute mer ne 
descend presque jamais sous 200 µM 
(Carrieri et al. 2011). En effet les 
variations du milieu marin sont 
rarement aussi fluctuantes en 
comparaison de mangroves, côtes 
soumises à de fortes marées, étangs ou 
e o e de la s et i i es d eau dou e 
où l eut ophisatio  peut se p odui e 
fréquemment. Ainsi, en haute mer, des 
conditions variant peu induisent peu 
de stress et moins de besoin de 
s adapter (un génome plus petit est 
souvent caractéristique de ces 
a o a t ies  ou d a ue  des 

électrons. Cependant, ce premier 
éclairage possible se heurte à une autre 
interprétation : le fait que les 
disponibilités en métaux (Fe et Ni) en 
haute mer soient elati e e t plus fai les u ailleu s pou ait a oi  i duit es o ga is es à 
développe  u e fo tio  u assu ait l h d og ase idi e tio elle ais pa  le iais d u e aut e 
e z e e o e i o ue. A l i age des fla odo i es, e z es o  talliques, qui assurent le rôle de 
ferrédoxines, e z es à fe , lo s ue l o ga is e o ait u e a e e p olo g e e  Fe . Quoi u il e  
soit au u e h d og ase idi e tio elle a t  t ou e à e jou  hez des a o a t ies 
« marines ». 

Une étude vise à répertorier parmi plus de 400 cyanobactéries de la mer Baltique et de lacs 
finnois celles qui étaient capables de produire du dihydrogène (Allahverdiyeva et al. 2009). Parmi les 
100 souches mises en avant dans la revue, on peut relever que la grande majorité sont fixatrices 
d azote %  et u ai si leu  s ee i g a ajo itai e e t is e  a a t des p odu tio s d h d og e 
médiées par une nitrogénase. 51 de ces souches sont planctoniques, 46 benthiques (fonds marins) et 3 
associées aux sols ou aux lichens. Ils ne rapportent malheureusement pas dans ces travaux si les 
sou hes poss de t ou o  d h d og ase idi e tio elle l h d og e pou a t t e p oduit pa  la 

Figure 70 
Lieu  d’isolatio  de uel ues a o a t ies. Les e vi o e e ts a i s 

sont indiqués en violet. Synechocystis sp. PCC6803 est en orange. Les 

Cyanobactéries possédant hox sont indiquées en bleu, et celles fixant 

l’azote e  ve t 



Page  | 101  

it og ase est pas dis i i  ais il se le u u e g a de pa tie des sou hes isol es et 
p odu t i es d H2 soient originaires de lacs, de côtes de la mer baltique, ou de fonds marins. Les deux 
seules a o a t ies o  fi at i es d azotes et p odu t i es d H  u ils o t t ou es so t u e 
Microcystis (Syke 967/5) unicellulaire et une Planktothrix (223) filamenteuse qui produisent 
respectivement en anaérobie obscure 0,037 et 0,131 mmol H2.mg Chl-1.h-1, et dont seule la première 
p oduit de l H  e  a o ie o s u e ,  ol H2.mg Chl-1.h-1). Ils ont également remarqué que leurs 
tests complémentaires de p odu tio  d H2 pou aie t do e  des sultats de p odu tio  d h d og e 
très différents de leurs résultats préliminaires, laissant ainsi penser que certains faux-négatifs ont pu 
être oubliés par leur screen. 

 
 

 

O  etie d a ue la p odu tio  d h d ogène par les cyanobactéries est avant tout un phénomène 

transitoire et faible qui dure une trentai e de se o des e  a se e d O  lo s d u e t a sitio  o s u it -

lumière et qui peut se maintenir stable anaérobiquement en obscurité (Cournac et al. 2004). Le rôle de 

ette e z e et ette p odu tio  d h d og e est encore la ge e t i o p is. L h poth se la plus 
p o a le est li e au ai tie  d u  iveau de NADPH ellulai e a epta le pou  la ellule. La p se e de 
l h d og ase pe ett ait p o a le e t de ta po e  les variations redox des transitions 

approximatives entre métabolismes lors de variations environnementales abruptes. Le rôle de valve à 

électrons ou de valve à protons en situation photosynthétique ou de stress redox marqué restant 

néanmoins une possibilité non négligeable. 

Co p e d e à uoi se t l h d og ase est crucial pour pouvoir imaginer et construire des 

s st es iologi ues apa les de p odui e de l h d og e photos th ti ue e  ua tit  
industriellement intéressante.  

Les études in vivo et vitro portant sur des mutants de la machinerie se sont heurtées à de 

ultiples li itatio s te h i ues. La aiso  p i ipale e  est juste e t l ig o a e d u  ôle iologi ue 
lai  ui pe ett ait d o te i  u  ph ot pe i te p ta le.  

C est pou uoi s i t esse  au  a is es et au  seau  de gulatio  de l h d og ase 

pou ait t e u e st at gie alte ative pou  e e  le ôle de l h d og ase idi e tio elle. Le p o hai  
pa ag aphe t aite de la gulatio  de l h d og ase idi e tio elle des a o a t ies et i t oduit la 
première partie de mes résultats. 
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PREMIERE 
PARTIE 

 
 

CHAPITRE 4 
Les gulateu s de l h d og ase, les C A Bs et A B  

 
ARTICLE I 

A B  est u  p esseu  de l h d og ase idi e tio elle 
de Synechocystis sp. PCC6803 
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CHAPITRE 4 
Les gulateu s de l h d og ase, les C A Bs et A B  
 

 

 

 

 

 

 

 

Ce quatrième chapitre délimite finalement le cadre du sujet. Y sont évoqués les 2 régulateurs 

o us de l h d og ase de S e ho stis sp. PCC 0  : LexA et AbrB1. Plusieurs généralités 

concernant les deux superfamilles de protéines auxquels ils appartiennent seront compilées, puis un 

zoom sur leurs rôles connus dans le métabolisme de Synechocystis sera effectué. Le chapitre rapportera 

ensuite la première partie de mes travaux de thèse, constituée du premier article dont je suis co-

p e ie  auteu , t aita t de l ide tifi atio  d A B  o e p esseu  de l e p essio  de l h d og ase 
ainsi que de résultats annexes non publiés, qui complètent les connaissances actuelles autour de la 

gulatio  de l h d og ase idi e tio elle cyanobactérienne. 

 
Les gulateu s de l’h d og ase 

Ce pa ag aphe t aite des gulateu s de l e p essio  de l h d og ase de S e ho stis. Lo s ue 
j ai débuté ma thèse, deux régulateurs de l op o  ho  avaie t d jà t  ide tifi s : LexA et AbrB1. 

J i t oduis i i es deu  gulateu s et les fa illes au uelles ils appa tie e t e  t aita t de leu s ôles 
o us da s d aut es o ga is es p li i ai e e t à leurs rôles chez les cyanobactéries et 

Synechocystis en particulier. 

Je détaillerai plus particulièrement les gulateu s C A Bs ui fo t l o jet de o  t avail de 
thèse. 

 

1- Le régulateur transcriptionnel LexA  
Chez les protéobactéries, LexA est connu pour son rôle important dans la régulation de la 

pa atio  de l ADN po se SOS . Chez les a o a t ies, l ho ologue de e gulateu  intervient 

principalement dans la gulatio  de l assi ilatio  du a o e et du ta olis e de p odu tio  de 
l h d og e. 

 

1-1- Le A, gulateu  t a s iptio el li  à la po se au  do ages à l ADN 
Chez la plupart des organismes bactériens, LexA contrôle les mécanismes de réparation des 

do ages faits à l ADN. Il fo tio e o joi te e t a e  u e aut e p ot i e, ‘e A, ui d te te les 
do ages de l ADN et odifie l a ti it  de Le A. 

 
1-1-1- LexA et la « réponse SOS » 
La pa atio  de l ADN est u e fo tio  u iale du i a t, le ai tie  de l i t g it  st u tu ale et 

fonctionnelle du génome en réponse aux agressions environnementales est en effet indispensable à la 
survie cellulaire. Un premier mécanisme de la réponse cellulaire à de tels dommages a ainsi été 
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proposée et appelée « réponse SOS » (Georges et al. 1974) et décrit de manière détaillée chez E.coli 
(Walker 1984).  

La po se SOS, telle u elle est d ite aujou d hui, e uie t les g es lexA (pour « locus for X-
ray sensitivity A », Howard-Flanders et al. 1966 cité dans Butala et al. 2009) et le gène recA (pour 
« recombinase A »). L a tio  des deu  p ot i es Le A et RecA pe et la o ilisatio  d u  e se le de 
g es ui stoppe t la di isio  ellulai e et i duise t la pa atio  de l ADN e do ag . Durant ce 
p o essus il  a i du tio  d u e utag se et des p ophages. Ce réseau génétique permet aux 
bactéries concernées de su i e ai si ue de ute  ou d ha ge  du at iel g ti ue, e ui 
pou ait a oi  pou  effet de sti ule  u e olutio  fa o a le d adaptatio  au st ess e o t . Butala 
et al. 2009)(voir Fig. 71). 

 
Pa i les auses d jà ide tifi es de l a ti ation de la réponse SOS, sont notamment 

représentatives : le lo age des fou hes de pli atio  de l ADN, l appa itio  de d fauts ap s 
e o i aiso  ou s g gatio  de h o oso es et les do ages de l ADN su essifs à l a tio  
d i te diai es ta oli ues dans des cellules en croissance normale ou carencée. La réponse SOS 
est déclenchée par, entre autres, les expositions aux rayonnements ultraviolets, des produits 
hi i ues, le ha ge e t de pH du ilieu o e est pa fois le as lo s ue u e a t ie e t e 

brusquement en contact avec un milieu différent, tel le sang) ou même des stress physiques comme 
une exposition à des plus hautes pressions.  

L e positio  au  a ti ioti ues i duit galement la réponse SOS, susceptible de favoriser 
statisti ue e t l appa ition de résistances croisées à plusieurs antibiotiques. 

 
Récemment il a été découvert que LexA jouait également un rôle dans la répression de certains 

gènes impliqués dans les mécanismes de pathogénicité (comme des colicines chez E.coli, la synthèse de 
facteur de virulence chez Staphylococcus aureus, et ... , et pas u i ue e t da s le ai tie  d u  
génome fonctionnel. (Butala et al. 2009) 
  

Figure 71 
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1-1-2- Importance biologique de LexA 
L i po ta e iologi ue de e s st e de ai tie  de l i t g it  du g o e est renforcée par sa 

très large répartition dans le monde bactérien. En effet un homologue de lexA est présent dans toutes 
les p ot o a t ies à l e eptio  des ξ-protéobactéries), chez les bactéries Gram-positives, les 
bactéries vertes non-sulfureuses et les cyanobactéries. Chez Escherichia coli, Bacillus subtilis, 
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus (Courcelle et al. 2001, Au et al. 2005, Goranov et al. 
2006, Cirz et al. 2006, Cirz et al. 2007, Butala et al. 2009) lexA, recA et un gène codant pour une ADN 
polymérase infidèle sont contrôlés par LexA. 

Chez les Pseudomonas et les Xanthomonas, le gène lexA est parfois dupliqué, LexA1 permettant 
la réponse SOS classique tandis que Le A  gule ota e t l e p essio  de deu  ADN pol ases 
infidèles (Abella et al. 2007). 

Chez Bacillus subtilis, l ho ologue de lexA, dinR (damage inducible) contrôle un régulon de 63 
gènes dont 7 seulement ont des homologues chez E.coli, illustrant la variabilité des réponses 
iologi ues au  do ages à l ADN. Chez cet organisme l e p essio  d u e h d olase de pa ois 

cellulaires est nécessaire pour contrôler les processus de sporulation lorsque la cellule est confrontée à 
des do ages à l ADN le p o essus de spo ulatio  de B.subtilis sera évoqué plus en détail dans le 
paragraphe concernant les régulateurs de la famille AbrB). 

 
1-1-3- Structure de LexA 

LexA, protéine de 202 acides aminés, existe sous forme dimérique. Il est constitué de deux 
domaines distincts : u  do ai e e o aissa t l ADN et u  deu i e i pli u  à la fois da s 
l oligo isatio  de la p ot i e  et da s so  a ti it  d auto li age. E t e es deu  do ai es,  sidus 
(70 à 74) forment une « charnière » souple et hydrophile qui joue un rôle capital dans la flexibilité de la 
protéine, indispensable à son activité (Fig 72 et 72). 

 

La zo e de fi atio  à l ADN e  N-te i al de la p ot i e o tie t  h li es α e o aissa t 
l ADN, les h li es II et III réalisant le motif classiquement connu « hélice-tour-hélice ») et deux courts 
feuillets β a tipa all les, tandis que la deu i e pa tie de la p ot i e o tie t  feuillets β. La 
charnière souple permet au dimère (LexA)2 « libre » de e o ait e l ADN cible puis de « refermer » la 
p ot i e su  le site pa  ha ge e t o fo atio el à ote  ue et l e t a ja ais t  istallis , 
seulement modélisé, (Fig.73). Il a été attribué au dimère (LexA)2  différents consensus nucléotidiques 
de reconnaissance selon les organismes : le palindrome CTGT-N8-ACAG concerne E.coli, et est conservé 

Figure 72 
 73 
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chez beaucoup de bactéries Gram-négatives, et GAAC-N4-GTTC est a priori le consensus occurant chez 
les bactéries Gram-positives. 

 
L auto li age de la p ot i e Le A est effe tu  pa  les 

deux résidus Ser119 et Lys156 (dyade catalytique) qui vont 
permettre de rompre la liaison peptidique entre les deux 
résidus Ala84 et Gly85, eux même situés dans une boucle 
soumise à deux conformations possibles, la rapprochant 
ou l loig a t de la d ade atal ti ue. E  o ditio s 
physiologiques, la conformation de LexA est stable et la 
région clivable est éloignée de la dyade catalytique, alors 
que lorsque LexA est en interaction avec un filament de 
RecA, la conformation de la boucle change et le clivage de 
Le A se d le he, d o ha t Le A de l ADN, le e da t 
eau oup plus se si le au  p ot ases et le a t l i hi itio  

su  les g es i les. A ote  u à des pH al ali s, 
l autoclivage de la protéine LexA peut se produire spontanément et indépendamment de la formation 
d u  fila e t de ‘e A Little 1984, Butala et al. 2009). 

 
BILAN : 

On retiendra que chez la plupart des bactéries, LexA est un régulateur transcriptionnel qui 
fonctionne en réprimant ses gènes cibles. Chez E.coli, l a ti atio  du gulo  se d le he suite à 
l auto li age de Le A, a ti  pa  la pol isatio  de RecA suite à des dommages subis pa  l ADN, ou 
un pH alcalin (Little et al. 1984). 

 
 
 
 

1-2- CyLexA : LexA chez les cyanobactéries. 
 

Le ôle de Le A hez les a o a t ies a été étudié que très récemment. Une étude 
t a s ipto i ue d u  uta t ΔlexA parue en 2001, rapportait avec étonnement que LexA ne semblait 
pas être lié à la réponse SOS chez Synechocystis, et par extension, chez les cyanobactéries (Kamei et al. 
2001). En 2004, notre laboratoire montra que chez Synechocystis, le A est pas i pli u  da s la 
réponse SOS ais gule l e p essio  de g es i pli u s da s le ta olis e du a o e et de l azote 
et est essentiel à la croissance lo s d u e a e e e  a o e (Domain et al. 2004). 
  

Figure 74 
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1-2-1-  Structure de la protéine CyLexA 
Les travaux de Mazon et al. en 2003 et de Oliveira et Lindblad en 2005 rapportent certaines 

différences dans la séquence du lexA de Synechocystis comparée à la séquence classiquement 
o se e hez d aut es o ga is es Fig.75). On observe 2 différences : une au niveau du site de clivage 
(Ala84 devenant Gly84), et une au niveau du site catalytique Ser119 (Ser119 devenant Asp119). En 
accord avec la plupart des mutations étudiées déjà chez E.coli (Fig 72, Butala et al. 2009), Mazon et al. 
ont proposé que ces 2 mutations « pourraient avoir un impact négatif » su  l a ti it  d auto li age de 
LexA. Pour rappel, Butala et al. en 2009 avaient, eux, décrit des substitutions au niveau de ces sites qui 
rendaient les protéines LexA de E.coli « non-clivables », mais aucune étude ne permet de généraliser 
leur résultat au LexA de Synechocystis (Oliveira et Lindblad 2011).  

 

De manière intéressante, ces « mutations » ne sont pas communes à toutes les cyanobactéries, 
et semblent même assez spécifiques du LexA de Synechocystis (seule la séquence de LexA de la 
cyanobactérie UCYN-A est différente de celle de E.coli à ces deux sites). Oliveira et Lindblad proposent 
ainsi que ces mutations apparemment très significatives pourraient être une conséquence de la grande 
ancienneté des cyanobactéries qui a conduit au groupe phylogénétique non homogène que nous 
tudio s aujou d hui. E  o séquence de ce postulat, ils suggèrent que LexA a pu évoluer chez 

certaines a o a t ies d u e a i e différente des autres. En extrapolant cette remarque, ils 
o seille t de p e d e u  e tai  e ul su  l e se le des sultats o e a t les h d og ases 

cyanobactériennes et leurs régulateurs, un résultat valable dans un organisme ne sera pas forcément 
g alisa le à l e se le du g oupe. Oli ei a et Li d lad . 

Il a été postulé par Domain et al.  ue la s ue e d ADN e o ue pa  le Le A 
cyanobactérien devrait être différente de celle reconnue par le LexA de E.coli en raison de la différence 
de séquence de la gio  de fi atio  à l ADN.  

Mazon et al. en 2003 proposaient aussi que ces mutations de LexA de Synechocystis puissent 
affecter la nature du site de reconnaissance de la protéine. Ils ont en effet identifié un site consensus, 
TAGTACTAATGTTCTA chez Anabaena sp. PCC7120, extrapolé à RGTACNNNDGTWCB chez plusieurs 
cyanobactéries, comme étant les séquences que reconnaitrait LexA chez ces organismes. Leur étude 
rapporte que ce motif se retrouve de nombreuses fois chez les organismes concernés mais pas chez 
Synechocystis, ils ont ainsi proposé que les mutations du LexA de Synechocystis soient en partie 
responsables d u  site de e o aissa e particulièrement différent de celui des autres 
cyanobactéries.  

 

Ser119 Lys156

Site de clivage
Ala84Gly85

Alignement entre différentes protéines LexA
A.29413 = Anabaena variabilis ATCC29413. A.7120 = Anabaena PCC7120. N.29133 = Nostoc ATCC29133. P.9313 = Prochlorococcus marinus MIT9313. S.6803 = PCC6803. B.cereus =
Bacillus cereus ATCC10987. E.coli = Escherichia coli K12.
α , α et α indiquent les hélices alpha impliquées chez E.coli en comparaison des
autres organismes. Le cercle bleu indique un résidu sérine de

Oliveira et al 2005
Màzon et al 2003
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LexA, qui ne possède pas de domaine transmembranaire, est a priori considérée comme une 
protéine soluble. Cependant des études protéomiques ont permis de déterminer que LexA pouvait 
également se retrouver associée aux fractions membranaires et thylakoïdales (Wang et al. 2000, Zhang 
et al. . L h poth se ete ue est u elle se ait e  i te a tio  a e  u e ou des p ot i es 
membranaires. Cependant aucun résultat supplémentaire e  appo te la p eu e.  

 
Les t a au  de l uipe de Li d lad e  

2011 rapportent que dans les cellules d u e 
souche exprimant une protéine LexA 
fusionnée à la « green fluorescent protein » 
(GFP) on observe de la fluorescence 
exclusivement dans le cytoplasme et en 
particulier e  olo alisatio  a e  l ADN. Ils 
ont ainsi suggéré que les précédents 
résultats montrant que LexA pouvait être 
située dans des membranes devaient 
résulter de contamination des membranes 
a e  de l ADN.  

La localisation de LexA semble répartie 
de a i e assez ho og e su  l e se le 
du génome, en concordance avec le fait que 
son consensus probable de reconnaissance 
soit retrouvé plus de 1300 fois sur le génome 
(même si les auteurs pensent peu probable 
que tous soient effectivement des sites de 
fi atio . Bie  u ils sugg e t l i e se, 
leurs travaux ne peuvent toujours pas 
e lu e la possi ilit  u u e i fi e pa tie 
non visible de LexA soit en interaction avec 
les fractions membranaires. 

Plusieurs études rapportent également que la protéine LexA peut être modifiée post-
t adu tio elle e t. E   l uipe de Li dblad, par western-blot, ont pu identifier 3 formes 
différentes de LexA, une correspondant au point isoélectrique (PI) attendu et 2 autres formes dont la 
atu e de la odifi atio  a pu t e d te i e ie  u ils les ualifie t de « petites » au vu que la 

taille de la p ot i e est pas d asti ue e t ha g e , les  spots appa aissaie t à la fois pou  des 
extraits protéiques traités en conditions sta da d ou à l o s u it . Lie a -Hurwitz et al., en 2009 ont 
également remarqué que le LexA interagissant avec le promoteur du gène sbtA qui code pour un 
transporteur de HCO3

- , Na+ dépendant, migrait comme une protéine de 30 kDa au lieu des 22,7 kDa 
théoriques), ce dernier résultat pouvant indiquer soit une modification post-traductionnelle, soit une 
migration perturbée par une structure inhabituelle du peptide dans les conditions de la migration. 

Très récemment chez Neisseria gonorrhoeae, il a été observé ue l u i ue st i e de 
l o thologue de Le A est se si le à l o datio  ui affe te gati e e t so  a ti it  de fi atio  à l ADN 
de manière indépendante à RecA (Schook et al. 2011). 

 
 

  

Figure 76 
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1-2-2- Que régule CyLexA ? 
Le transcrit de lexA est monocistronique (Domain et al. 2004, Mitschke et al. 2011) et sa quantité 

varie en fonction des conditions environnementales (Domain et al. 2004, Houot et al. 2007, Kiss et al. 
2009, Pakrash et al. 2009, Singh et al. 2008, Zhang et al. 2008).  

 On observe une augmentation réversible en passage de lumière à obscurité (Kiss et al. 2009), et 
une diminution par passage en microaérobie (Summerfield et al. 2011) et par stress thermique froid 
(20°C, Patterson-fortin et al. 2006) et une diminution forte après une exposition au SeO4, aux UVC et à 
l H2O2 (Domain et al. 2004). LexA étant considéré comme un répresseur, une diminution 
transcriptionnelle pourrait indiquer que des mécanisme de résistance/adaptation aux conditions 
évoquées soient dépendant de l effet « répresseur » de LexA. 

Les travaux rapportés par le laboratoire (Domain et al. 2004) montrent par ailleurs que la 
variation du transcrit lexA e  po se au  UVC est pas due à u e a iatio  de l a ti it  de so  
promoteur. En effet , en utilisant une approche par fusion transcriptionnelle au gène rapporteur cat il a 
t  o t  ue l a ti it  des promoteurs de lexA et recA ne variaient pas après exposition aux UVC. 

L h poth se d u e gulatio  post-transcriptionnelle du niveau de transcrit de lexA, par la RNaseE 
(slr1129  do t l a ti ité augmente en réponse aux UV a été proposée. Cette hypothèse a été 
confirmée (Oliveira et Lindblad 2011) car dans certaines conditions le niveau de transcrit de lexA varie 
ais est pas o l  a e  u  ha ge e t au i eau p ot i ue, l a ti o ps d te tant la même 

quantité de LexA sous toutes les conditions. Cependant une grande stabilité de la protéine LexA 
pourrait aussi expliquer que la diminution transcriptionnelle ne soit pas visiblement répercutée au 
niveau protéique en seulement 24 heures, et la sensibilité de leur anticorps pour détecter de petites 
augmentations pourrait aussi être remise en question. Une seule étude protéomique récente (Li et al. 
2012) a pu corréler une variation de transcrits de lexA avec une variation de la quantité de protéines. 

L a al se du t a s ipto e d u  uta t d pl t  e  Le A o pa  à elui d u e sou he sau age a 
pe is de ett e e  ide e  g es do t l e p essio  est sous la d pe da e di e te ou i di e te 
de LexA. 30 d e t e eu  so t i pli u s da s le ta olis e du a o e i o ga i ue et/ou leu  
expression est contrôlée par la disponibilité de ce même carbone inorganique dans le milieu (Domain 
et al. 2004). Plus récemment un mutant totalement dépourvu de lexA a été construit au laboratoire par 
Panatda Saenkham sultats t a s ipto i ues o  pu li s . L uipe Patte so -Fortin et al. a de son 
côté rapporté que lexA tait i pli u  di e te e t da s l e p essio  du g e crhR de Synechocystis qui 
code pour une RNA hélicase (« cyanobacterial RNA hélicase rédox»). Le rôle des RNA hélicases est de 
modifier les éventuelles structures secondaires des ARN afin de permettre leur traduction. Chez 
Synechocystis il a été remarqué que crhR était particulièrement sensible aux effets du statut rédox de 
la cellule : ua d la haî e de t a spo t d le t o  est fo te e t duite pa  des le t o s 
photosynthétiques ou venant de la consommation du glucose), les transcrits de crhR s a u ule t. 
I e se e t u e haî e de t a spo t d le t o s plus oxydée diminue cette accumulation de 
transcrits. Ces résultats suggèrent que CrhR permet la traduction de gènes nécessaires à la gestion du 
st ess do . L uipe a d it lexA comme un répresseur de crhR. Comme évoqué au paragraphe 
p de t, l uipe de Liemann-Hurwitz et al. a identifié en 2009 la protéine LexA, ainsi que deux 
régulateurs AbrB-like dont il sera traité ultérieurement, comme interagissant avec le promoteur du 
gène sbtA codant pour un transporteur de bicarbonate (HCO3

-) Na+ dépendant, résultat en accord avec 
le lie  e t e Le A et l assi ilatio  du a o e Do ai  et al. 2004). 
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1-3- C Le A gule le p o oteu  de l op o  hox 
1-3-1- Chez Synechocystis sp. PCC6803 
E  , deu  uipes o t d it Le A o e u  gulateu  de l e p essio  de l hydrogénase 

bidirectionnelle de Synechocystis sp.PCC6803. Les deux équipes ont décrit un site de démarrage de la 
t a s iptio  de l op o  hox identique en position -  a a t l ATG de hoxE (évoqué au paragraphe 4-
4-1 du précédent chapitre). 

Oliveira et Lindblad 2005, ont décrit pour la première fois que LexA se fixe sur le promoteur en 
amont de hoxE, sans toutefois préciser son rôle activateur ou répresseur. Ils ont incubé la sonde 
promoteur de hoxE (marquée avec une biotine) avec des extraits cellulaires de Synechocystis sp. 
PCC6803 ou de Nostoc punctiforme ATCC29133 et identifié par spectrométrie de masse LexA comme la 
protéine la plus abondante interagissant avec cet ADN (en remarquant que les extraits de Nostoc 
fournissaient un profil de protéines interactantes très différent, sans toutefois préciser sa nature). Ils 
validèrent ensuite in vitro l i te a tio  Le A-promoteur de hox en utilisant une protéine LexA taguée 
avec une queue histidine produite et purifiée à partir de E.coli. Ils identifièrent ainsi le site préférentiel 
de fixation de -198 à -338 en amont de hoxE. Ces sultats i di uaie t e  ie  si Le A est u  
activateur ou un répresseur ou autre. 

La deuxième équipe (Gutekunst et al. 2005), décrit également que LexA interagit avec le 
promoteur de hoxE mais sur une séquence beaucoup plus en amont. Pour cela, ils ont analysé les 
gio s p o ot i es de l op o  hox par fusion transcriptionnelle dans la région située entre -690 et -
 a a t l ATG de hoxE. Ils y identifièrent 2 sites probables de fixation de CyLexA. Ils ont ensuite 

utilisé cet ADN avec des extraits totaux de Synechocystis, ou une protéine CyLexA purifiée à partir 
d E.coli, et ont visualisé par retard sur gel la formation de complexe ADN-protéine. Ils montrèrent 
u u e sou he uta te partiellement déplétée de lexA avait une activité hydrogénase divisée par deux 

et o lu e t ue Le A est u  a ti ateu  t a s iptio el de l h d og ase idi e tio elle, o  il s agit 
d u e affi atio  a usi e a  l effet i i peut-être indirect.  

Depuis lo s Le A est o sid  o e a ti ateu  alo s e ue es t a au  appo te t pas 
réellement une preuve suffisante à une telle conclusion. Ce qui est aussi à retenir est la fixation de 
CyLexA dans une zone très différente de celle proposée par Oliveira et Lindblad 2005 et très en amont 
de l op o  hox, ai si u  u e di i utio  de l a ti it  h d og ase dans une souche déplétée en lexA 

(voir Fig.77). 

 
 
 
 

Sites de fixation de LexA en amont du promoteur de hoxE 

Figure 77 
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Plus récemment Oliveira et Lindblad ont observé 2 formes modifiées post-traductionnellement 
de Le A e  i te a tio  a e  le f ag e t d ADN situ  da s la gio  -198 à -338 en amont de hoxE en 
plus des  u ils a aie t d te t es auparavant dans les extraits solubles de Synechocystis, amenant à 5 
le nombre de formes différentes de LexA chez Synechocystis. Ils proposent que lorsque LexA entre en 
i te a tio  a e  l ADN e tai s ha ge e t o fo atio els et post-traductionnels se produisent, 
devenant visibles en gel 2D, et jouent un rôle p i o dial su  l a ti it  gulatrice de la protéine 
(Oliveira et Lindblad 2011). 
 

1-3-2- Chez Nostoc sp. PCC7120 
Le A i te ie t da s la gulatio  de l e p essio  de l h d og ase hez Nostoc sp. PCC7120 

(Sjoholm et al. 2007) où l op o  hox est divisé en 2 clusters hoxEF et hoxUYH. Ces 2 clusters ne 
s e p i e t pas toujou s de a i e oo do e (voir Fig. 78).  

Ils rapportèrent que les gènes se trouvent sur 3 t a s its. Ai si, e  o ditio  d a a o ie à 
l o s u it , hoxE et hoxF sont coexprimés avec le gène de fonction inconnue alr0750 et les gènes hoxU, 
hoxY et hoxH sont coexprimés avec 4 gènes de fonctions inconnues : alr0760, alr0761 et al.r0763 et 
al.r0765 (voir Fig. 78) e de ie  poss da t  sites d i itiatio  de la t a s iptio  distincts. Ils 
trouvèrent que 2 de ces 3 transcrits possédaient potentiellement une séquence de fixation pour 
LexA en amont de leur +1 de transcription et alid e t l i te a tio  in vitro avec le LexA de Nostoc 
pour ces deux régions (une en amont de hoxU et celle en amont de alr0750, voir fig78). Par contre, le 
LexA de Synechocystis ne reconnait ue la gio  e  a o t d alr0750. Une des raisons probables de 
cette différence est que les deux LexA reconnaisse t des s ue es d ADN l g e e t différentes ou 
bien ceci est dû à l effet d u e odifi atio  post-t adu tio elle sp ifi ue d u  des deu  o ga is es.  
 

1-4- Bilan 
En conclusion, les connaissances actuelles sur LexA chez les cyanobactéries montrent que ce 

fa teu  de t a s iptio  est pas i pli u  da s la gulation SOS, mais plutôt au métabolisme du 
carbone, particulièrement  da s les a is es de l assi ilatio  du a o e i o ga i ue, le 

ta olis e de l h d og e et il a gale e t t  ide tifi  o e gula t crhR, une RNA hélicase, 
dont le rôle est de défaire les structures secondaires des ARN messagers fortement structurés. 
L e p essio  de crhR aug e ta t lo s de fo tes a iatio s du statut do  des ellules, et la zo e  o  
t aduite de a t l op o  hox comportant de fortes structures secondaires, on peut oi  i i s a o e  la 
silhouette d u  s h a glo al ou Le A gule ait d u e a i e ou d u e aut e l e p essio  et la 
t adu tio  de l e z e ui ous i t esse.  

Figure 78 
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2- AbrB 
Le premier régulateur de la famille AbrB (Antibiotic resistance Bacillus) a été identifié chez Bacillus 

subtilis. Ce paragraphe résume quelques-unes des connaissances de cette famille de régulateurs chez 

les Bacillus et ainsi que sur les CyAbrBs des cyanobactéries. 

 

2-1- Le régulateur transcriptionnel AbrB 
2-1-1- ‘ gulateu s de l tat de t a sitio  

 
Toutes les bactéries subissent en fin de phase exponentielle de croissance un changement 

drastique de leur métabolisme. Dès lors que les conditions de culture ne sont plus optimales, de 
nombreux gènes et voies cataboliques ou anaboliques responsables de la production de diverses 
molécules tels les antibiotiques, les toxines ou des e z es d g ada ts des pol es s e p i e t. 

Ce phénomène appelé « état de transition », est généralement regardé comme un carrefour où 
les ellules o ti ue t d e p i e  la plupart des gènes liés à la croissance active mais où elles 
o e e t e  pa all le à e p i e  d aut es g es essai es à la su ie e  e i o e e t a e  

ou hostile. 
Chez les Bacillus, de o euses fo tio s ellulai es a a t isti ues de l tat de transition sont 

déjà répertoriées : la t a sfo atio , la p odu tio  d a ti ioti ues ou ie  d e z es e t a ellulai es 
ou encore la synthèse de flagelles. La plupart des gènes codant ces fonctions sont régulés, au moins en 
partie, par de petits régulateurs transcriptionnels négatifs simplement baptisés « gulateu s de l tat 
de transition ». Leu  fo tio e e t lassi ue est p i ipale e t d e pê he  l e p essio  de leu s 
cible pendant la croissance exponentielle (Klein et Marahiel 2002). Le régulateur de l tat de t a sitio  
considéré comme central chez Bacillus subtilis s appelle A B pou  Antibiotic resistance Bacillus 

subtilis), il a notamment été identifié comme jouant un rôle essentiel dans le processus de sporulation 
(voir plus loin). 

 
2-1-2- Rôle d A B dans la sporulation chez B.subtilis 

La sporulation est un procédé par lequel les bactéries trouvent un moyen de résister à de longues 
p iodes d fa o a les, elles s e tou e t d u e o ue e t e e t sista te et i e t au ale tit 
jus u à t e de ou eau en présence de conditions plus favorables. Chez Bacillus subtilis, la plupart des 
g es li s à e a is e so t sous le o t ôle d A B. Celui-ci réprimant la plupart des gènes spoO 
ai si ue d aut es gulateu s de la spo ulatio  ou des aut es p o d s de l tat de t a sitio  tels sin 
(sporulation inhi ito  ou Hp  li  à l e tio  de p ot ases  (de Vries et al. 2004).  

Lorsque les conditions de croissances varient fortement, un mécanisme de phosphorelais 
(cas ade de phospho latio  s e le he su  les p ot i es SpoOF, SpoOB et fi ale e t SpoOA 
(Perego et al. . La phospho latio  de ette de i e lui pe et de p i e  l e p essio  d abrB 
et ainsi de déclencher les voies métaboliques conduisant à la sporulation. 

L ide tifi atio  d abrB chez B.subtilis e   pa  l uipe de Mi hel Guespin s est faite par la 
recherche de pseudo-révertants dans le mutant spoOA qui est non-motile, incapable de produire des 
a ti ioti ues, d a u i  la o p te e pou  la t a sfo atio  et d i itie  la spo ulatio . Les 

e ta ts de l O‘F abrB (codant une protéine de 94 acides aminés pour 10,5 kDa) ont permis de 
récupérer leur capacité à générer des antibiotiques et leur motilité mais pas leur capacité à sporuler. 
Plus tard les travaux de Perego et al. (1988) et ceux de Zuber et Losick (1987) montrèrent que ces 
révertants concernaient des gènes abrB a a t pe du leu  fo tio  ou do t l e p essio  tait fo te e t 
diminuée (probablement par des mutations au niveau du promoteur du gène). 
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Il semblerait également que le 

gène abrB soit transcrit par 2 
promoteurs dont seulement le 
deuxième serait contrôlé par SpoOA ; 
mais la signification de cette 
a a t isti ue est pas e o e ie  

comprise. Une soixante de gènes chez 
Bacillus subtilis ont été confirmés 
comme étant ses cibles, et la majorité 
de ceux-ci sont réprimés durant la phase 
exponentielle de la croissance. 

 
A ce jour, plusieurs homologues et 

pa alogues d A B o t t  ide tifi s 
chez Bacillus subtilis : Abh et SpoVT avec 
les uels il pa tage % d ho ologie su  
l e se le de la s ue e et % su  le 
seul domaine N-terminal, responsable 
de l i te a tio  a e  l ADN. Ces  
régulateurs ne sont pas connus pour 
partager des gènes cibles, ni pour être 
exprimés simultanément, mais ils 
i te agisse t a e  l ADN de a i e 
très similaire (Sullivan et al. 2008, voir 
plus loin). 

Figure 79 

Figure 80 
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2-1-3- Structure des régulateurs AbrB-like 
2-1-3-1- Historique 
Malgré l i t t g a dissa t ui est po t  à ette ou elle fa ille de gulateu s et à leu  ôle 

p i o dial da s les o ga is es où il est p se t, elati e e t peu d i fo atio s o e a t la 
structure de cette protéine existent. Le domaine N-terminal de la protéine (ses 53 premiers acides 
aminé) a été cristallisé (Vaughn et al. 2000), 
puis la t t a isatio  l asse lage des  
dimères Nter) se faisant par une liaison 
covalente entre les cystéines 54 des 
différents monomères a été mise en 
évidence (Strauch et al. 2001). Cette 
cystéine et les résidus en aval de celle-ci 
a aie t pas t  i lus da s les t a au  de 

cristallisation antérieurs.  
      En 2005, cette équipe corrigea sa structure proposée en 2000 (Bobay et al. 2005) confirmant 

ai si a e  les t a au  d u e uipe alle a de ui a ait p opos  u e aut e st u tu e pou  le di e 
(Coles et al. . C est e  se ala t su  la st u tu e des petites p ot i es MraZ et MazE (MazE étant 
un régulateur d E.coli), qui partagent de très fortes analogies de séquence avec AbrB, que les 2 équipes 
se e di e t o pte de l e eu  i itiale. E  , Ca a agh et al. décrivirent  le dimère AbrB comme 
deux monomères juxtaposés, possédant de nombreuses interactions (liaisons hydrogènes) 
intramoléculaires, puis en découvrant les structures de MazE et MraZ, ils retravaillèrent leurs résultats 
et se rendirent compte que ces interactions étaient en fait intramoléculaires. Les 2 équipes se sont 

Figure 81 

Figure 82 
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fi ale e t a o d es su  la st u tu e d A B. Plus ta d, la istallisatio  de la pa tie N-terminale de 
A h, le deu i e ho ologue d A B de B. subtilis, a été décrite (Bobay et al. 2006), puis celle du 
domaine N-terminal de SpoVT, le troisième ho ologue o u d A B, ai si ue la façon dont le 
t t a e d A B i te agi ait a e  l ADN Sulli a  et al. . Le t t a e d A B d it da s e 
de ie  a ti le o tie t des o o es d A B li it s à ses  sidus Nte i au , i lua t do  la 
cystéi e et la apa it  à t t a ise , le ôle du este de la s ue e d A B a do  pas t  o u . 
Les prochains paragraphes traitent de la structure des régulateurs AbrBs et de la façon dont ils 
inte agi aie t a e  l ADN. 

  
2-1-3-2- Détail de la structure 
AbrB, Abh et SpoVT, les 3 protéines possédant un domaine AbrB chez Bacillus subtilis, forment 

des tétramères in vivo, la partie N-terminale ta t espo sa le d u e p e i e di isatio  pa  le iais 
d i te a tio  e t e feuillets β, et la pa tie C-terminale de la se o de ulti isatio  pa  le iais d u e 
liaison covalente assurée par les cystéines (une par monomère). La partie N-terminale est 
pa ti uli e e t d di e à l i te a tio  a e  l ADN et e fo tio e ue lo s ue e do ai e de la 
protéine est effectivement sous-forme de dimère. Le domaine N-te i al o p e d  feuillets β, u e 
h li e α et  ou les. L i te a tio  ol ulai e ui pe et la di isatio  du do ai e N-terminal est 
extrêmement forte, bien que non-covalente. Elle est assurée par des interactions étroites entre les 
feuillets β des  o o es oi  Fig 82) : les feuillets β  et β  du p e ie  o o e i te agissa t 
a e  les feuillets β  et β  de l aut e o o e. Pa all le e t, plusieu s sidus des feuillets β  et β  
interagissent par liaisons hydrogène avec leurs homologues du deuxième monomère et assurent ainsi 
cette interface de dimérisation particulièrement solide mais non covalente (Sullivan et al. 2008). Dans 
le d tail, e so t les sidus  et  du feuillet β  ui i te agisse t a e  leu s ho ologues  et  
du feuillet β , et le sidu °  du feuillet β  ui i te agit aussi a e  le  du feuillet β . La st u tu e 
de cet « échafaudage » protéique est semblable chez les 3 homologues AbrB, Abh et SpoVT, on notera 
cependant que quelques variations peuvent cependant se trouver, notamment chez SpoVT où on 
el e u  sidu gl i e e  positio  , a se t hez A B et A h, ui d ale le feuillet β  et odifie 
ai si uel ue peu la st u tu e de l hafaud. Les zo es les plus st u tu elle e t diff rentes entre les 3 
AbrB-like so t o stitu es des  e t it s du do ai e tudi  ai si ue de la zo e LP  e t e l h li e α 
et le feuillet β  oi  Fig 83). 

L h li e α se ait ua t à elle li e à la sp ifi it  de l i te a tio  a e  les diff e tes i les. 
Effe ti e e t, l a gle ue fo e l h li e a e  le feuillet β  est diff e t da s les  diff e tes 
protéines. 

Les résidus arginines 8, 15, 23 et 24 de l h li e sont cruciaux au fonctionnement du régulateur 
AbrB (Sullivan et al. 2008). Les orientations de R8 et R15 semblent responsables de la spécificité des 
interactions des 3 régulateurs, en effet pour SpoVT, R8 est orienté différemment de pour AbrB et Abh, 
alors que, simultanément, R15 est orienté similairement chez SpoVT et Abh mais pas chez AbrB. Par 
contre les résidus R23 et R24 sont orientées de manière comparable dans les 3 régulateurs, semblant 
ai si espo sa les du fo tio e e t g al du gulateu  plutôt ue de la sp ifi it  de l i te a tio  
a e  l ADN. 

En surface, l e i o e e t le t ostati ue p o he des a gi i es ‘  et ‘  est glo ale e t 
positif chez les 3 régulateurs (Fig.83) critère favorable pour une interaction avec le squelette 
phosphate gatif  de l ADN. La pa titio  des ha ges le t ostati ues est différente sur le reste des 
dimères mais peut également jouer un rôle important dans la spécificité des interactions. 
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Figure 83 
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Depuis, il a été démontré que les parties C terminales d A B, A h et SpoVT e se lent pas 
joue  de ôle da s l a ti it  gulat i e de es p ot i es Yao et al. 2005). En effet, le domaine N-
te i al d A B hi i ue e t li  à i po te le uel des  do ai es C-terminal d A B, A h ou 
SpoVT induisait de la même manière un promoteur sensi le à la fi atio  d A B, ils a aie t gale e t 
vérifié en contrôle que le domaine N-terminal seul ne produisait pas cet effet, prouvant de par le fait 
ue tait la t t a isatio  ui tait p i o diale, plus ue la atu e de la pa tie C-terminale, à 

l a ti it  gulat i e de la p ot i e. Leu s t a au  o t gale e t o lut à l tat t t a e des  
régulateurs in vivo.  

 
 
 
SpoVT et AbrB partagent 65% 

d ide tit  de s ue e da s leu  do ai e 
N-terminal mais présentent pourtant des 
affi it s a e  l ADN t s diff e tes (Coles 
et al. 2005): SpoVT est en effet un facteur 
tardif de la sporulation qui module 
l a ti it  de t a s iptio  d pe da te de 
σG à l i t ieu  de la p spo e. Le do ai e 
C-terminal de SpoVT est beaucoup plus 
structuré et déterminant pour les 
structure et fonction du domaine N-
terminal ue elui d A B. Ce do ai e C-
terminal partagerait certaines homologies 
avec un domaine GAF ou PAS, et les 
auteurs supposent ainsi que SpoVT-C 
serait un site effe teu  d u e petite 
molécule liée aux processus de la 
sporulation (Coles et al. 2005). 

 
 
Le domaine C-te i al d A B est ie  plus ou t ue elui de SpoVT, et oi s st u tu , ais 

poss de a oi s deu  h li es α e e t o se es pa  ‘MN hez la protéine AbrB de Bacillus 

anthracis ui p se te % d ho ologie su  les  p e ie s sidus de la zo e N-ter et 80% 
d ho ologie su  la s ue e o pl te a e  A B de B.subtilis (voir Fig 84, Olson et al. 2011). Les 
auteurs que ces 2 hélices permettent de favoriser la structure tétramérique, et simultanément, le 
elati e e t haut i eau d e oule e t al atoi e esu  su  la pa tie C-terminale (particulièrement 
e t e les  h li es α  se ait, lui, a a t isti ue de la fle i ilit  pote tielle de ette zo e qui permettrait 
à la p ot i e de ha ge  de o fo atio  à l app o he de l ADN i le afi  de ieu  le e o aît e. 

 
  

Figure 84 
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2-1-4- I te a tio  d A B a e  l ADN 
 

 
Da s leu s t a au  e ts, l uipe de 

Ca a agh a o e  l a al se la st u tu e des 
tétramères « AbrB-like ». Pour cela ils ont inclus 
la st i e et l a ide a i  sui a t u e 
glutamine pour AbrB) dans leur étude. La 
protéine peut ainsi tétramériser par liaison 
disulfure. La structure RMN de ce tétramère ne 
montrant pas de différence fondamentale avec 
la structure des dimères, ils ont décidé de 
modéliser la cristallisation du régulateur en 
p se e de l ADN i le. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Jus u à aujou d hui il a t  totale e t 

i possi le d ide tifie  u e s ue e d a ides 
u l i ues d i te a tio  p f e tielle d A B a e  ses 

ADN cibles. Quelques travaux ont bien tenté de 
p opose  des s ue es, ais au u e uipe a pu 
trouver un consensus car la plupart des motifs 
proposés suite à des expériences in vitro o t pas pu 
être confirmés in vivo. Un motif très faible TGGNA-N5-
TGGNA a cependant été proposé (Sullivan et al. 2008). 
Aujou d hui, la ajo it  de la o u aut  
s ie tifi ue s a o de à penser que les régulateurs de 
la famille AbrB préfèreraient en fait interagir avec des 
conformations tridimensionnelles spécifiques de 
l h li e d ADN o e des st u tu es e  pi gle à 
cheveux (« hairpins », Phillips et Strauch 2002, Bobay 
et al. 2004, Bobay et al. 2006, Chumsakul et al. 2011). 
St u tu es u ils e o ait aie t et e fo e aie t e  
partie, voir Fig 86 pour un modèle des interaction 
possi les e t e u  t t a e et l ADN 

 
 
 

 

Figure 85 

Figure 86 
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L uipe de Ca a agh et al. a modélisé 

l i te a tio  e t e la zo e N-te i ale d A B 
et u  f ag e t d ADN o u pou  t e u e 
i le d i te a tio  p i il gi e a e  A B u  
f ag e t de so  p op e p o oteu . D ap s 
cette modélisation,  les protéines à domaine 
AbrB changent légèrement de conformation 
lo s u ils se app o he t de la s ue e 
d ADN : la flexibilité des loops 1, 2 et 3 permet 
de favoriser les interactions  entre les acides 
aminés et les bases nucléotidiques. La figure 
87 montre particulièrement que les 
changements conformationnels les plus 
i po ta ts lo s de la fi atio  à l ADN 
o e e t les loops  et  ai si ue l h li e α 

(Sullivan et al. 2008). 
 
 
Les travaux de Chumsakul et al. 2011 décrivent comme probable, mais de rôle non-capital, la 

fo atio  d h t odi es A rB-Abh. Ces hétéro- ulti es pou aie t ai si odule  l effet 
t a s iptio el d A B su  ses g es i les. 

 
2-1-5- Autres représentants de la famille AbrB 

2-1-5-1- Généralités 
La compréhension des rôles et activités des domaines « AbrB-like » dans divers organismes est 

i po ta te. E  effet, lo s u o  he he à a a t ise  u  des e es h poth ti ues de supe fa illes 
aussi vastes, s i t esse  au  ôles des aut es e es de la fa ille pe et souve t d o ie te  les 
recherches. On remarquera cependant que cette vérité a ses limites, comme par exemple dans le cas de 

Le A do t l ho ologue a o a t ie  p se te de t s lai es diff e es de ôle et de 
fonctionnement. 

E  00 , p s de  s ue es d a ides a i s ui p se te t des esse la es ave  A B o t 
été identifiées dans 580 protéines uniques (certaines protéines présentant 2 domaines dans une même 

séquence : les MraZ N-ter et C-ter ue l o  voit disti te e t su  la figu e 88 . Ces ho ologues d A B 
identifiés par bioinformatique forment ainsi 8 groupes distincts, dont un concerne des protéines 

d a h es et u  aut e, ui ous i t esse tout pa ti uli e e t et ui est le oi s d taill  et e plo  à 
ce jour, traite des protéines AbrB-like de cyanobactéries (Coles et al. 2005). 

Les 580 protéines répertoriées dans cette étude présentent leur domaine AbrB en N-terminal, à 

l e eptio  des M a), et de uel ues aut es, ui p se te t  do ai es su  u e seule s ue e 
peptidique, sépar s pa  u e hai pi e d h li es α voi  Fig 82 . Les M a) se aie t ai si le f uit d u e 
fusion de 2 gènes AbrB-like (groupes 4 et 5, voir plus loin).  

Par ailleurs, plusieurs de ces groupes concernent des systèmes toxine/antitoxine ou de 

maintenance de plasmides qui semblent ainsi suffisamment fréquents pour ne pas les exclure des 

modes de fonctionnement probables des AbrB-like cyanobactériens (la question sera effectivement 

traitées plus loin). 

 

 

Figure 87 
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2-1-5-2- Les 8 groupes de la famille des « AbrB-like » 
 

 
Le groupe principal (n°1) concerne AbrB et ses plus proches homologues (comme Abh), un 

deuxième sous-cluster de ce même groupe comporte les homologues de SpoVT (qui possèdent un 
domaine C-terminal plus st u tu  u A B . Ce g oupe p i ipal est assez diffus a  les o ga is es 
ep se t s s tale t des a t ies au  a h es. U  t oisi e sous-cluster est également identifiable 

dans ce groupe : les homologues de PrlF (protéobactéries). PrlF améliore l a ti it  de la p ot ase Lo , 
et est également un suppresseur des mutants thermosensibles de la protéase HtrA. Dans de nombreux 
génome PrlF est aussi couplée traductionnellement à un homologue de YhaV de E.coli qui montre de 
significatives homologies avec un système toxine/antitoxine qui pourrait être impliqué dans la 
régulation de la traduction. Les systèmes toxine/antitoxine sont souvent impliqués dans les processus 
de maintien des plasmides ou de mort cellulaire programmée des procaryotes : les antitoxines 
i sta les  se e t de gulateu s t a s iptio els d op o s et i hi e t si ulta e t les to i es 
sta les  pa  la fo atio  d u  o ple e. Lo s ue l a tito i e se d g ade et est pas e pla e, la 

toxine accomplit son rôle et tue généralement la cellule, créant ainsi souvent des mécanismes de 
dépendance génique aux clusters toxine/antitoxine. Dans le cas de ce groupe, la toxine ressemblerait à 
RelE, un bactériostatique, qui agit comme un inhibiteur global de la traduction lorsque la cellule est en 
stress nutritif, le but étant de diminuer la mortalité cellulaire en diminuant les besoins nutritifs de la 
cellule (Bogild et al. 2012). 

 
 
 
 

Figure 88 
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Le groupe n°2 comporte également plusieurs facteurs de transcription 

impliqués dans le maintien de plasmides de virulence par des procédés 
d addi tio  to i e/a tito i e . Da s e g oupe o  et ou e VapB de 
Dichelobacter nodosus, MvpT de Shigella flexneri, VppA d Actinobacillus 

actinomycetemcomitans et VagC des Salmonella (sous-cluster distinct du 
groupe). Les toxines impliquées dans cette famille sont toutes liées au 
domaine N terminal de PilT (PIN). Par exemple, dans le cas de VapB, VapB est 
u  i hi iteu  t a s iptio el o te a t u  do ai e de fi atio  à l ADN si ilai e à Abrb et VapC est la 
toxine correspondante : une ribonucléase à domaine PIN. Lorsque VapB se détériore, la ribonucléase 
VapC est li e d e e e  so  a ti it  to i ue da s la ellule. 

 
Le groupe n°3 contient également des facteurs toxine/antitoxine, mais les toxines ne font pas 

partie des 2 précédents groupes RelE et PIN. Le complexe MazE/MazF est représentatif de ce groupe. 
MazE est l a tito ine de MazF, et ce dernier possède une forte activité endo u l ase li a t l A‘N  au 
niveau de sites spécifiques (Kamada et al. 2003 voir mécanisme Fig 90). Quelques membres de ce 
groupes ont toutefois des toxines légèrement différentes. 

M a is e d’addi tio  to i e/a tito i e : 

Généralement, les deux gènes sont co-transcrits en opéron. La toxine stable est inhibée par une antitoxine 
(antidote) instable. Ce système, souvent porté par des plasmides, leur permet de se maintenir dans les 
ellules et d t e t a s is au  ellules filles effi a e e t. 

Le complexe toxine/antitoxine p i e les g es oda ts es deu  l e ts. Lo s ue l a tidote i sta le  
est dégradé par les protéases, le complexe toxine/antidote est détruit et la toxine (stable) va endommager la 
ellule pa fois jus u à la o t ellulai e. Ce faisa t, la p essio  su  l op o  est le e et la ellule peut à 
ou eau s th tise  l a tidote, ais e o e u e fois au p i  d u e s th se de to i e. La ellule est ai si 

forcée de maintenir le plasmide et tous les aut es g es u il o po te. Mais le mauvais équilibre entre les 
quantité de toxine et d a tidote, o i  au  diff e es de sta ilit  des deu  p ot i es conduit à la mort 
p og a e de l o ga is e. 

La transmission  des plasmides aux cellules filles est assurée par la division cellulaire : les cellules filles 
hérite t o ligatoi e e t des to i es du toplas e de la ellule e, et si elles o t pas pu i t g e  le 
plas ide pe etta t la s th se de l a tidote, elles se o t apide e t tu es. 

Figure 89 

Figure 90 
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Comme évoqué plus haut, les groupes n°4 et 5 constituent les 2 groupes exhibant les 2 domaines 
AbrB-like de MraZ. Cette classe de protéine, largement étudiée chez E.coli mais également très 
répandue parmi les autres bactéries, est le premier gène du cluster génomique impliqué dans la 
division cellulaire et les parois cellulaires (constitué de 16 gènes chez E.coli). La fonction de MraZ est 
e o e i o ue. L tude de Coles et al. 2005 suggère que cette protéine jouerait le rôle de régulateur 
t a s iptio el du luste , ais pe so e à e jou  a pu o fi e  ette h pothèse. MraZ constitue 
en tout cas un cas particulier parmi les 
protéines AbrB-like car les 2 sous-unités 
normalement nécessaires pour le bon 
repliement du dimère sont ici fusionnées en une 
seule chaîne peptidique. Les 2 dimères sont 
séparés par une séquence plutôt longue faisant 
la jo tio  et o stitu e d u e hai pi e 
d h li es α p e i e e t istallis e depuis 
Mycoplasma pneumoniae, Chen et al. 2004). 

 
Les protéines du groupe n°6 sont quasi exclusivement issues de protéobactéries (Une protéine 

d Enterococcus faecalis faisant exception) et sont nommées en référence à YjiW de E.coli. Une grande 
partie de ces protéines apparaissent dans un arrangement génique conservé évoquant une structure 
p ophage ou d l ment mobile (il contient des recombinases et intégrases). Dans certains cas comme 
chez Erwinia carotovora, on note que la protéine AbrB-like est p d e d u e aut e p ot i e à  
domaines AbrB-like séparés par une structure en épingle à cheveux (comme MraZ) mais présentant 
également une disparition du deu i e feuillet β de la deu i e opie. Il s agit du seul g oupe ui 
combine des protéines homodimériques et monomériques simple- haî e d A B-like. 

 
Le groupe n°7 o e e e lusi e e t des p ot i es d a h es ui poss de t toutes u  domaine 

AbrB like en N-te i al, sui i d u  do ai e e t al d a ti it  i o ue puis de deu  l e ts PhoU e  
C-terminal. PhoU, initialement décrit dans les protéobactéries où il se trouve également dans les 
opérons liés aux systèmes de transport spécifique du phosphate, aurait, chez les archées, fusionné 
avec un domaine AbrB-like afi  de gule  t a s iptio elle e t ette fo tio  e  aiso  de l a se e 
des 2 gènes PhoRB qui assurent cette fonction. 

Figure 91 

Figure 92 
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Par ailleurs, il a récemment été découvert chez les archées une nouvelle classe de protéines 
po ta t u  do ai e A B. Sso  a pas de fo tio  iologi ue o ue i de o se sus de 
e o aissa e d te i , ais le fait u il ou e l ADN da s leu s od lisatio s laisse pe se  les 
auteu s u il pou ait s agi  d u e p ot i e de h o ati e oi  Fig 92. Hsu et al. 2011). 

 
Le dernier groupe (n°8) concerne exclusivement des protéines de cyanobactéries. En 2005, la 

totalit  d e t e elles taie t a ot es h poth ti ues et l uipe de Coles et al. les décrivaient comme 
« liées aux sous-unités du cytochrome C et à la riboflavine synthase », sans réellement savoir pourquoi. 
Parmi toutes les protéines identifiées par bioinformatique, 5 séquences de Synechocystis présentent 
des domaines similaire à AbrB : sll0822, slr0724, ssl1300, ssr2922 et ssr7040 (la dernière étant portée 
pa  u  plas ide . Toutefois il est e tio  da s l a ti le ue d a a tage d ho ologues pou aie t 
être trouvés en prenant comme point de départ une autre référence que la séquence d A B de 
Bacillus subtilis, et effe ti e e t il s a e ue Synechocystis possède bien au moins un sixième gène 
codant pour une protéine similaire à AbrB: sll0359, ui a pas t  d gag e pa  leu  p og a e, est 
d ailleu s to a t a  est ie  sll0359 et sll0822 ui p se te t le plus d ho ologie a e  u e 
structure AbrB-like et entre eux (détaillé dans le paragraphe suivant).  

 

 

O  etie d a ue la p ot i e A B est e  fait a a t is e pa  so  a is e d i te a tio  t s 
particulier a e  l ADN  son domaine de fixation reconnait généralement des structures secondaires de 
l ADN plutôt ue des o se sus u léotidiques), ainsi que par son rôle physiologique particulier (lors 
de l tat de t a sitio  ou lo s ue l e i o e e t a ie us ue e t . Le gulateur AbrB de Bacillus 

subtilis est au centre de mécanismes très complexes de régulation, il réprime notamment le 
ph o e de spo ulatio  ui se d oule lo s de l tat de t a sitio  : ua d les ellules passe t d u e 
phase où les nutriments abondent vers une phase où ils viennent à manquer, le régulateur AbrB cesse 
de p i e  les g es de la spo ulatio  et d aut es ta olis es i po ta ts, pou  pe ett e à la 
ellule de s adapte . Pa  ioi fo ati ue, le do ai e de fi atio  à l ADN A B pe et de dessi er une 

superfamille de protéines possédant une structure similaire chez de nombreuses bactéries. 
Par ailleurs, certains régulateurs AbrB fonctionnent dans des systèmes toxine/antitoxine et 

assurent le maintien de plasmides dans les organismes (la protéine contenant le domaine AbrB étant 
g ale e t la to i e o e est le as pou  MazE , et d aut es so t de si ples gulateu s ui 
interviennent dans des mécanismes très régulés et encore peu compris de la cellule. 

Si o  ad et l e iste e d u  lie  st u tu e-fonction chez les protéines de la superfamille AbrB - 
ota e t e t e la faço  do t les gulateu s e o aisse t l ADN, la a i e do t ils d te te t les 

variations environnementales, et la fonction des gènes régulés - alo s o  peut e t apole  et s atte dre 
à e ue des gulateu s de la e supe fa ille u A B gule t plutôt des g es i pli u s da s 
l adaptatio  apide à des e i o e e ts ha gea ts. Cette id e pou a t e pe ti e te à ga de  à 
l esp it pou  l e plo atio  des fo tio s des A Bs a o a t ie s ui fo t l o jet de ette th se.  

En effet, nous allons voir que le régulateur Sll0822 (du groupe n°8) est notamment impliqué dans 
la gulatio  de l h d og ase idi e tio elle de Synechocystis sp. PCC6803, enzyme dont la fonction 
pourrait êt e l a uatio  d le t o s e de tai es da s des o ditio s sp ifi ues. 

 
2-2- CyAbrBs, des protéines de cyanobactéries possédant des domaines AbrB 

Chez les a o a t ies, plusieu s p ot i es o tie e t des do ai es A Bs. Ce tai es d e t e 
elles constituent un groupe de protéines spécifiques de ces organismes et unique dans le règne vivant: 

les CyAbrBs. 
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2-2-1- « AbrB-like » de cyanobactéries et CyAbrBs. 
L  a al se des  g o es a o a t ie s s ue s, o t is e  ide e l e iste e de  

familles de protéines spécifiques et partagées uniquement des cyanobactéries (spécifiques avec un 
seuil de BLASTP e<0,01, Larsson et al. . L u e de es  fa illes o e e des gulateu s 
transcriptionnels de petite taille appartenant à la superfamille des protéines possédant un domaine de 
e o aissa e de l ADN si ilai e à elui d A B de Bacillus subtilis. Aujou d hui les p ot i es de ce 

groupe sont appelées « Cal » (pour : « Cyanobacterial AbrB like »), « CyAbrB » ou encore « AbrB » selon 
les auteurs. Ils sont tous trouvés spécifiquement chez les cyanobactéries. 

Il est i po ta t de ote  u e  fait, hez les a o a t ies, o  t ouve plusieurs groupes de 
p ot i es p se ta t u  do ai e A B e o aissa t l ADN ais ue tous es g oupes e so t pas 
aussi particulier que celui décrit par Larsson et al. 2011.  

C est l uipe d Ishii et Hiha a  ui a e a u  ue es p ot i es d so ais d appel es 
« CyAbrBs », présentent une particularité structurelle assez surprenante en comparaison des AbrBs 
connus par ailleurs. Effectivement, dans ces régulateurs, le domaine AbrB est situé à la fin du C-
terminal, et non en N-terminal o e est le as pou  les  g oupes d A B o u s au pa ag aphe -
1-5 de ce chapitre. La positio  du site de fi atio  à l ADN o te a t les feuillets β se et ou e ai si à la 
fin de la chaîne polypeptidique. Les causes et conséquences du déplacement du domaine de 
re o aissa e de l ADN so t e o e i o ues, ais o  peut i agi e  ais e t ue ela a pas u  
effet eut e su  le a is e de fo tio e e t de es gulateu s. C est ette positio  at pi ue du 
domaine AbrB qui constitue la particularité de ce groupe des CyAbrBs. 

Ainsi, on fera dès à présent clairement la distinction entre les « CyAbrBs » qui forment ce groupe 
de régulateurs spécifique des cyanobactéries, objet de cette thèse, avec le domaine AbrB en C-
terminal ; et les « simples » protéines « AbrB-like », ui o stitue t l e se le des aut es p ot i es 
des cyanobactéries qui ont un domaine AbrB en N-terminal, comme le AbrB « originel ». A titre 
indicatif, chez Synechocystis sp. PCC6803, il y a deux CyAbrBs codés par le chromosome (sll0359 et 
sll0822) et 4 autres protéines présentant un domaine AbrB-like en N-terminal, dont une est portée par 
un plasmide (slr0724, ssl1300, ssr7040 et ssl2922) (Ishii et Hihara 2008, Larsson et al. 2011).  

Concernant maintenant les CyAbrBs, relativement peu de travaux à ce jour ont été menés sur ces 
protéines cyanobactériennes. On peut cependant trouver quelques informations, réparties dans 8 
articles qui sont tous postérieurs à 2008 et dont 3 sont sortis après le début de mes travaux : 

 
Oliveira et al. 2008  An AbrB-Like protein regulates the expression of the bidirectional 

hydrogenase in Synechocystis sp. strain PCC 6803.  
Shalev-Malul et al. 2008  An AbrB-like protein might be involved in the regulation of 

cylindrospermopsin production by Aphanizomenon ovalisporum.  
Ishii et al. 2008  An AbrB-like transcriptional regulator, Sll0822, is essential for the 

activation of nitrogen-regulated genes in Synechocystis sp. PCC 

6803.  
Liemann-Hurwitz et al. 2009  A cyanobacterial AbrB-like protein affects the apparent 

photosynthetic affinity for CO2 by modulating low-CO2-induced gene 

expression.  

Un article récent a étudié plusieurs systèmes de toxine/antitoxine de Synechocystis. Le cluster 
ssr7040/slr7041, situé sur le plasmide pSYSA, y joue un rôle de toxine/antitoxine avec Ssr7040 dans le 
ôle de l a tito i e se fi a t à l ADN Kaupfmann et Hess 2013), ils évoquent également une autre 

protéine du même plasmide qui porterait un domaine AbrB : Ssr7048. 
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Agervald et al. 2009  CalA, a cyanobacterial AbrB protein, interacts with the upstream 

region of hypC and acts as a repressor of its transcription in the 

cyanobacterium Nostoc sp. Strain PCC7120 

 
Parus après le début de ma thèse en 2009:  
 

Agervald et al. 2010  The CyAbrB transcription factor CalA regulates the iron superoxide 

dismutase in Nostoc sp. strain PCC 7120.  

He et Xu 2010 CalA, a cyAbrB protein, binds to the upstream region of ftsZ and is 

down-regulated in heterocysts in Anabaena sp. PCC 7120 
Yamauchi et al. 2011  Physiological roles of the cyAbrB transcriptional regulator pair 

Sll0822 and Sll0359 in Synechocystis sp. strain PCC 6803.  
 
Remarque : u  aut e a ti le, plus a ie , t aitait gale e t de la d ou e te d u e p ot i e 

i te agissa t e  a o t de la ‘uBisCO, ais à l po ue il tait pas fait mention du caractère 
« CyAbrB » de la p ot i e d ou e te la si ple ide tifi atio  ta t le seul o jet de l a ti le  :  

 
Onizuka et al. 2002  CO2 response element and corresponding trans-acting factor of the 

promoter for Ribulose-1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase 

genes in Synechococcus sp. PCC7002 found by an improved 

electrophoretic mobility shift assay.  
 

2-2-2- Particularités des CyAbrBs. 
Ce paragraphe établit un résumé des connaissances contenues dans les 8 articles précédents.  

2-2-2-1- Structure des CyAbrBs. 
Comme évoqué un peu plus haut, toutes les cyanobactéries dont le génome est séquencé 

présentent des CyAbrBs. Plus précisément, en 2008, Ishii et Hihara ont rapporté que, souvent, les 
cyanobactéries en possédaient au moins deux, et que dans ce cas les deux régulateurs paralogues 
constituaient deux branches phylogénétiques distinctes mais néanmoins proches (plus de 50% 
d ho ologie e t e les  a hes . Ces deu  a hes, u ils o t aptis es A et B, d ites da s leu s 
travaux sont rebaptisées « AbrB1 » et « AbrB2 » dans ma thèse (voir Fig 93). 

Les japo ais p isaie t e   u o  pou ait aussi t ou e  uel ues aut es a o a t ies 
a e  plus de deu  C A Bs Ishii et Hiha a . Su  les  esp es au g o e o u à l po ue,  
espèces présentaient les 2 régulateurs AbrB1 et AbrB2, 6 espèces en présentaient 3, Synechococcus sp. 
CC9902 4 gènes, Synechococcus sp CC9605 5 et finalement Acaryochloris marina (qui possède un très 
grand génome et de nombreux plasmides) présente en tout 14 protéines CyAbrBs, deux dans la 
branche AbrB1, une dans la branche AbrB2, et 11 autres qui forment un troisième groupe distinct mais 
ph log ti ue e t plus p o he d A B  ue d A B  oi  Fig 93).  

Ainsi, comme évoqué dans le précédent paragraphe, Synechocystis sp. PCC6803 fait partie du 
groupe ne possédant que deux CyAbrBs : Sll0359 (AbrB1) et Sll0822 (AbrB2). On note aussi que les 
deux cyanobactéries Gloeobacter violaceus PCC7421 et Synechococcus elongatus PCC7942 possèdent 
des CyAbrBs, mais formant des petits embranchements phylogénétiques isolés des gros 
regroupements. Les japonais remarquaient également que les espèces marines forment des branches 
AbrB1 et AbrB2 légèrement différentes de celles des non-marines, la particularité des séquences 
trouvées chez les CyAbrBS des cyanobactéries marines étant la disparitio  d u e dizai e de sidus e  
N-terminal. Aujou d hui, da a tage de g o es so t o us, u e e he he d ho ologie su  la ase 
de donnée MBGD (Microbial Genome Database) cantonnée aux seules cyanobactéries permet de  
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trouver 84 CyAbrBs parmi  g o es s ue s. Plusieu s a o a t ies e o po te t u u  seul 
C A B l algo ithme pouvant être en cause). Les deux groupes AbrB1 et AbrB2 se retrouvent agrandis, 
le groupe nommé par les japonais « branche marine B » est également très étoffé, mais les 4 gènes de 
la « branche marine A » ne sont plus retrouvés par la base de donnée, ne laissant ainsi plus que trois 
groupes majeurs et quelques satellites. La figure 97, amenée au paragraphe suivant (2-2-2-2), 
montrera ces changements depuis 2008 ainsi que quelques autres informations intéressantes. 

 

L e se le de es p ot i es a so  do ai e A B e  C-te i al plutôt u e  N-terminal, 
particularité en faisant un groupe unique dans le règne vivant (Ishii et Hihara 2008, Larsson et al. 2011, 
et Fig 93 . Ces p ot i es au sei  d u e e a he p se te t sou e t de fo tes ho ologies su  
l e se le de leu  s ue e d a ides a i s, ais sa s u au u e st u tu e o ue e puisse se 
d gage  ailleu s u au i eau du do ai e A B, ajouta t e o e au ôt  unique de cette famille.  

 
La cystéine conservée dans le domaine C-terminal et impliquée dans la tétramérisation cruciale 

pou  l a ti it  de gulatio  de la p ot i e hez Bacillus subtilis se retrouve largement conservée dans 
le domaine en N-terminal chez les CyAbrBs AbrB1 et AbrB2 (Fig 93). On remarquera les exceptions 
notables des 3 CyAbrBs de Gloeobacter violaceus ui o t pas de st i e et ui fo e t d jà u  
g oupe à pa t da s l a al se ph log ti ue. Les aut es e eptio s, isi les da s les t avaux de Ishii et 
Hiha a , so t o stitu es d u  des  C A Bs du g oupe sp ifi ue d Acaryochloris marina et de 
l A B  a i  de Prochlorococcus marinus MED4. Ces deux derniers présentent à la fois une absence 
de la cystéine mais surtout la disparitio  d u e g osse zo e e  N-terminal de la protéine en plus de 
ette dispa itio . De a i e i t essa te, u e a al se d ho ologie po t e aujou d hui su  les  

cyanobactéries séquencées sur la base de données en ligne MBGD (références dans le matériel et 
méthodes), on trouve 84 CyAbrBs, dont 79 possèdent une cystéine conservée. MBGD ne propose 
aujou d hui plus ue  C A Bs et elui ui est aujou d hui e lu est elui ui a ait pas de st i e. 
Par contre un autre CyAbrB sans cystéine est référencé parmi les nouveaux génomes : Synechococcus 
sp. (JA-2- B a -13)) possède 2 CyAbrBs, dont un est dépourvu de cystéine et de plusieurs résidus en N-
terminal (voir Fig.suppl e tai e  de l a ti le Dutheil et al. (manuscrit en préparation Partie II). 

 
Sa grande conservation parmi plus de 94% des CyAbrBs semble indiquer u elle peut 

p o a le e t joue  u  ôle d importance chez les cyanobactéries. Ce i fait l o jet de la deuxième 
partie de mes travaux de thèse, relatés dans un prochain chapitre. 

 
 
Bie  u au u e st u tu e de C A B e soit 

connue à ce jour, Agervald et al. 2009 ont comparé par 
des méthodes de modélisation informatique les 
structures des AbrB de Bacillus subtilis et d A B  de 
Nostoc sp. PCC7120. Ils proposèrent que les résidus 
arginines (Arg8, Arg15, Arg23 et Arg24), cruciaux pour 
l i te a tio  d A B a e  l ADN, so t e pla s hez 
Nostoc par les résidus [Arg7, Gln15, Thr23 et Lys24] (voir 
Fig.94 & 95. pour position des résidus, Agervald et al. 
2009).  

 
 

NB : la numérotation 7, 15, 23 et 24 employée 
pour les CyAbrBs ici est abusive et renvoit au 
positio s ui ale tes de l A B de B.subtilis : 
Chez Alr0946 de Nostoc sp. PCC7120, les résidus 
Arg7, Gln15, Thr23 et Lys24 sont respectivement 
Arg79, Gln86, Thr95 et Lys96, mais chez Sll0822 
de Synechocystis sp. PCC6803 les positions 
équivalentes sont: Arg81, Gln88, Thr97 et Lys98, 
e  aiso  des a iatio s du o e d a ides 
aminés pas forcément significatives en amont du 
domaine AbrB. Pour plus de lisibilité on tiendra 
plutôt compte des positions relativement aux 
l e ts du do ai e d A B de Bacillus subtilis. 
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Une analyse plus approfondie sur les résidus réellement conservés chez tous les CyAbrBs apporte 

toutefois des informations complémentaires à la comparaison avec la seule séquence de Alr0946. La 
Fig.95 montre la superposition de quelques domaines AbrB de CyAbrBs représentatifs des 84 CyAbrBs 
connus.  

Figure 94 

Figure 95 
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Cette analyse montre que la Lys24 proposée par Agervald et al.  est pas aussi o se e 
que Thr23, mais par contre le résidu Tyr22 est très conservé. La paire R23-R24 chez AbrB serait donc 
plus vraisemblablement Y22-T23 chez les CyAbrBs (AbrB1 et AbrB2 de Synechocystis compris) et pas 
T23-K24. Y et T sont deux acides aminés portant un groupement hydroxyl, et sont très légèrement 
polai es. Ils so t de oi s o s a didats pou  u e i te a tio  a e  l ADN u u e a gi i e ha g e 
positivement comme chez AbrB, mais la conservation très forte de cette paire de résidus souligne leur 
importance. 

L ui ale t du sidu ‘  d A B se le aussi t s o se  hez les a o a t ies, ais e  
position équivalente R7, on note que ce résidu est souvent une Lysine chez Acaryochlorys marina.  

Pou  l ui ale t de ‘  de B.subtilis, Agervald et al. proposaient Q15, cependant la 
superposition (Fig 95) montre que le résidu le plus conservé chez les CyAbrBs en position 15 est un N et 
pas un Q : l aspa agi e N  est t s o se e hez tous les C A Bs, sauf hez les A B  où est 
effectivement une glutamine Q15 (Alr0946 est un AbrB1). On remarquera néanmoins que glutamine et 
aspa agi e so t deu  a ides a i s t s p o hes, polai es et o  ha g s, le fait u A B  et A B  
diffèrent à cet endroit important est intéressant, cela traduit probablement des subtilités de 
fonctionnement entre les deux protéines. A proximité de N15, les résidus N13 et G14 sont eux aussi 
très conservés, et même ubiquitaires chez tous les CyAbrBs. La gl i e a a t pas de groupement 
fonctionnel (le groupe substitutif est H) ce résidu très conservé permet peut- t e au N  d i te agi  
plus li e e t a e  l ADN oi s d e o e e t st i ue ?) voir Fig 95. 

On notera également la grande conservation des résidus formant les régions dites « charnière-
tour » ui pe ette t la fle i ilit  de la st u tu e e o aissa t l ADN, es sidus, gale e t 
hautement conservés chez les CyAbrBs, sont surlignés de jaune dans la figure 95. 
 

2-2-2-2- Région génomique des gènes abrB1 et abrB2 
 Chez Synechocystis sp. PCC6803, AbrB1 (128 acides aminés) est codée par le gène sll0359 (387 

pb) et AbrB2 (129 AA) est codée par le gène sll0822 (390 pb). Les deux protéines partagent 52% 
d ho ologie su  l e se le de leu  s ue e, pas seule e t su  les do ai es AbrB en C-terminal. 
  

Figure 96 
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En a al d abrB1 se trouve un gène conservé chez de nombreuses cyanobactéries (Oliveira et 
Lindblad  à l e eptio  de Trichodesmium erythraeum (Agervald et al. 2009). Les 2 gènes sont 
cotranscrits sur un même ARN et il a été proposé que le deuxième gène serait responsable du contrôle 
de la ua tit  d A B  da s la ellule car il code probablement pour une protéase, ais il y a pas plus 
d l e ts pou  ta e  ette id e. 

Par ailleurs, chez Synechocystis et chez certaines cyanobactéries, abrB2 partage sa zone 
promotrice avec un autre gène en opposition (Fig 96) qui code pour un régulateur ayant de 
nombreuses homologies avec le gène cymR des Bacillus. Le ôle de et aut e gulateu  est pas 
e o e pu li  ais des tudes e tes o t e t u il gule l e p essio  de e tai es sous-unités du 
photosystème I psaA et psaB (Midorikawa et al. 2009) et de nombreux autres gènes (données non 
publiées du laboratoire).  

Aujou d hui le o e o s ue t de g o es cyanobactériens séquencés permet de constater 
que, sur ces 41 cyanobactéries, es deu  o ga isatio s g i ues d A B  et/ou AbrB2 sont très 
fréquentes, 14 AbrB2 sur 17 sont en opposition avec un gène « cymR-like », et 12 AbrB1 sur 21 sont en 
synthénie avec un gène homologue à sll0360» (Voir Fig 96). Cette conservation très forte des clusters 
g i ues pe et d i agi e  u  ôle i po ta t de ces deu  aut es g es, ie  u il soit encore difficile 
de déterminer lequel. Cette analyse permet aussi de constater que lorsque AbrB2 est présent, AbrB1 
l est aussi  e eptio  su   sou hes : Cyanothece PCC  a a t pas d A B  Fig 97). 

Autre information particulièrement intéressante : lorsque une cyanobactérie possède une 
hydrogénase bidirectionnelle Hox, elle possède toujours un gène AbrB2 et presque toujours AbrB1 
(Cyanothece PCC  ta t l e eptio , Synechocystis sp. PCC6803 fait partie de ces organismes. Par 
contre, posséder AbrB2 et/ou AbrB1 i pli ue pas toujou s poss de  l h d og ase idi e tio elle 
(Fig 97) 

 
2-2-2-3- Régulation de gènes par les CyAbrBs 
La plupart des articles traitant des CyAbrBs décrivent seulement des fixations des protéines 

AbrB1 ou AbrB2 sur les promoteurs de certains gènes, mais très peu de ces études qualifient 
elle e t le ôle du gulateu  is à is du g e i le de l tude. Ai si « régule » indiquera que la 

protéine a été trouvée interagissant en amont des gènes cibles ; « active » et « réprime » indiqueront 
que le rôle est connu (respectivement positivement et négativement). 

 
U  C A rB r gule l’e pressio  de la RuBisCO hez S e ho o us sp. PCC  

L a ti le O izuka et al.  fait ai si pa t u u e p ot i e de  kDa i te agit a e  le p o oteu  
de la RuBisCO de Synechococcus sp. PCC7002. Le régulateur est décrit comme un homologue des deux 
protéines Sll0359 et Sll0822 de Synechocystis sp. PCC , aujou d hui appel es respectivement AbrB1 
et AbrB2. La RuBisCO, l e z e la plus a o da te du g e i a t, participe à l assi ilatio  du a o e 
dans le cycle de Calvin. Chez les cyanobactéries, le taux de CO2 module la quantité de RuBisCO 
intracellulaire (plus de RuBisCO en basse concentration de CO2 Mayo et al. 1989). Le rôle probable du 
CyAbrB dans la régulation de cette e z e t s i po ta te a pas t  elle e t e plo  da s 
l a ti le.  

 

AbrB1 régule HypC chez Nostoc sp. PCC7120 
Par une méthode similaire, AbrB1 de Nostoc sp. PCC7120 (alr0946) a été identifiée comme 

interagissant sur la région en amont du gène hypC, en le régulant négativement (Agervald et al. 2009). 
Il gule ait ai si pote tielle e t l e se le du luste  hyp qui suit hypC. Leurs travaux démontrent 
également que et A B  s auto-réprime lui-même ainsi que le gène suivant, porté par le même 
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transcrit. L i te a tio  e t e A B  et les p o oteu s a t  ifi e in vitro avec une protéine taguée 6-
His en N-terminal recombinante, et le rôle de répresseur a pu être validé grâce à un système de 
surexpression contrôlée par induction avec NO3

2- de la protéine AbrB1 et qui a permis de constater un 
effet p esseu  su  les i eau  de t a s its ai si ue su  l a ti it  h d og ase. Leu  s st e 
d i du tio  est epe da t t s dis uta le le it ate a a t u  effet ta oli ue i t i s ue t s 
i po ta t, l assi ilatio  de l azote de ie t ha oul e ai si ue toutes les aut es oies ta oli ues 
alimentées par la photosynthèse) et les phénomènes observés sont difficilement imputables au seul 
effet d A B , e  particulier e  e ui o e e l a ti it  h d og ase. Il a été impossible  de déléter 
totalement le gène abrB1 de Nostoc. Ceci a été plusieurs fois confirmé hez d aut es a o a t ies 
(voir plus loin). 

 

AbrB1 régule la superoxyde dismutase (SOD) chez Nostoc sp. PCC7120 
L a e sui a te, la e uipe o t e que la surproduction du régulateur par leur système 

d i du tio  au NO3
2-, e t ai e u  la hi e t t s a u  de la ultu e, ai si u u e di i utio  des 

t a s its, des p ot i es et de l a ti it  de l e z e FeSOD, o ue pou  so  ôle da s la lutte o t e 
les adi au  li es i t a ellulai es. Ils p opose t u A B  soit u  p esseu  de la FeSOD et alide t in 

vitro l i te a tio  e t e A B  et l ADN de la gio  p o ot i e du g e oda t pou  la FeSOD 
(Agervald et al. 2010). 

 
AbrB1 régule la synthèse de cylindrospermopsine chez Aphanizomenon ovalisporum 
Chez Aphanizomenon ovalisporum, la synthèse d'un métabolite secondaire la 

cylindrospermopsine un alkaloïde hépatotoxique inhibant la synthèse de protéines chez les eucaryotes 
supérieurs est sous la dépendance d'un régulateur CyAbrB. (Shalev-Malul et al. 2008). Un CyAbrB  est 
capable de se fixer sur la région promotrice  entre les deux  cluster de gènes (en orientation opposée) 
responsables de la synthèse de la toxine (pour revue voir Méjean et Ploux 2013). La synthèse de 
cylindrospermopsine est encore un phénomène mal connu, mais ne se fait que dans certaines 
conditions environnementales  comme la réponse aux stress nutritifs (carence en soufre ou azote), au 
statut redox intracellulaire ou encore au stress lumineux. Deux sites d'initiation de la transcription ont 
été trouvés devant chacun des deux gènes. Les ARNm correspondants n'étant pas toujours exprimés 
de manière concomitante en fonction des conditions de culture analysées. Shalev-Malul et al.  (2008) 
ont également montré par MS/MS que le régulateur CyAbrB  était modifié post-traductionnellement 
chez Aphanizomenon ovalisporum ce qui n'est pas le cas de la protéine recombinante purifiée d'E.coli. 

Il s agit d u e a t latio  de th o i e e  N-ter T  et d une méthylation au niveau de trois résidus 
Lysine-Valine-Lysine également en N-ter (KVK 17-19). L'hypothèse qu'ils ont retenue est que ces 
modifications pourraient jouer un rôle dans la capacité (affinité) à se fixer sur la région promotrice, et 
donc influencer l'expression de la toxine.  

 
A rB  a tive l’h drog ase idire tio elle hez S e ho stis sp. PCC  
En 2008, Oliveira et Lindblad ont décrit pour la première fois qu'AbrB1 (sll0359) était un facteur 

de transcription capable de se fixer in vitro sur la région promotrice de l'opéron hox qui code pour les 
sous-u it s de l h d og ase. Ils le d i e t o e pote tiel a ti ateu  et il leu  a t  i possi le 
d'obtenir une souche mutante de Synechocystis Δsll0359 complètement ségrégée ce qui indique que ce 
gène est indispensable à la croissance dans les conditions standards de croissance.  Cette dernière 
observation a été confirmée par Ishii et Hihara (2008) et par moi-même (résultats non publiés).  
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A rB  r gule l’assi ilatio  de l’azote hez S e ho stis sp. PCC6803 (tolérante au glucose) 
Ishii et Hiha a e   o t tudi  le ôle d A B  sll0822) chez une souche de  Synechocystis, 

tolérante au glucose (qui présente plusieurs différences physiologiques avec la « vraie » souche 
sauvage de Synechocystis). Par des expériences de retard sur gel, ils montrèrent qu'AbrB2 se fixe sur 
son propre promoteur et ont fait l'hypothèse qu'il se comporte comme un auto-régulateur.  

Ils ont obtenu un mutant de Synechocystis dépourvu de sll0822, ce qui montre qu'AbrB2, 
contrairement à AbrB1, n'est pas essentiel à la croissance de Synechocystis dans les conditions 
standard. Pour mieux comprendre son rôle, ils ont comparé le transcriptome du mutant sll0822 à 
celui de leur souche de référence.  Dans leur mutant , la quantité d'ARN de nombreux gènes impliqués 
da s l assi ilatio  de l azote, e  particulier des t a spo teu s de it ate/ it ite ou d u e, ais 
également quelques gènes des sous-unités du photosystème I : psaK, psaF varie par rapport à la 
souche 'sauvage' de référence. Pour montrer qu'AbrB2 régulait directement certains de ces gènes, ils 
ont confirmé in vitro  que la protéine AbrB2 recombinante (produite et purifiée de E.coli) se fixe sur les 
régions promotrice de ces gènes.   

Leur mutant dépourvu d'AbrB2 est jaune comme des cultures sauvage carencé en azote 
(diminution des antennes photosynthétiques pour économiser de l'azote). L'ajout de nitrate dans le 
milieu de culture restaure partiellement la coloration "verte" de la culture confirmant qu'AbrB2 régule 
de a i e di e te ou i di e te e ta olis e de l'azote. Ils s to e t du fait u u e o e pa tie 
du gulo  d A B  o e ait des g es gul s pa  Nt A, u  gulateu  ajeu  du ta olis e de 
l'azote. N'ayant pas pu démontrer qu'AbrB2 ou NtcA se régulaient mutuellement, ils proposèrent 
u A B  agit en parallèle de NtcA dans la régulatio  du ta olis e de l azote (Ishii et Hihara 2008). 

Dans leur tableau de résultats supplémentaires, ils epo te t u e aug e tatio  de l e p essio  
de l e se le de l op o  hoxEFUYH (entre x2 et x3.5) sans toutefois faire un commentaire sur ce 
point. Pourtant leurs résultats pouvaient amener à tester la régulation du promoteur de hox par AbrB2. 
Finalement, ils évoquent une possible interaction entre les 2 régulateurs qui permettrait au système 
AbrB1-A B  d e e e  u e gulatio  fle i le su  les g es u ils gule t e se le. Selo  eu  
l e iste e d u  tel ph o e pou ait e pli ue  pa tielle e t la p se e des deu  a hes de 
CyAbrBs chez toutes les cyanobactéries (on sait maintenant que toutes les cyanobactéries ne 
poss de t pas toujou s es  t pes de C A Bs, ais ue lo s u elles e  poss dent un elles ont 
g ale e t l aut e, oi  Fig 97 . Ils appo te t toutefois u A B  i te agit isi lement pas avec le 
p o oteu  d A B  et ue les t a s its de e de ie  e a ie t pas e  o s ue e de la utatio  
Δsll0822 (Ishii et Hihara 2008). Au laboratoire nous avons montré que l'expression d'AbrB1 était sous la 
dépendance d'AbrB2 mais nous n'avons pas encore de résultats montrant que c'est une action directe 
sur le promoteur (résultats non publiés).  

 
AbrB1, AbrB2 et LexA régulent sbtA (transport de carbone)chez Synechocystis sp. PCC6803 
Liemann-Hurwitz et al. en 2009 ont identifié 3 facteurs de transcription se fixant sur la région 

promotrice du gène sbtA à partir d'extraits protéiques de Synechocystis : LexA (déjà décrit au 
paragraphe 1 de ce chapitre), ainsi que les deux CyAbrBs AbrB1 et AbrB2. Lorsque les extraits 
protéiques étaie t p pa s à pa ti  d u e ultu e pouss e e  a e e de a o e, A B  
i te agissait plus a e  le p o oteu  de sbtA alors que la quantité d'AbrB2 ne variait pas.  L'utilisation 

d'un anticorps anti-AbrB2 leur a permis de monter qu'il est majoritairement sous forme de dimère 
da s leu s o ditio s test es. Ap s a oi  tudi  u e sou he Δsll0822 (fournie par Ishii et Hihara) ils 
montrèrent qu'AbrB2 est impliqué dans la régulation de l'expression de certains gènes intervenant 
dans le métabolisme du carbone. Ils fi e t l'h poth se u A B  est u  gulateu  se seu  de  
l'équilibre carbone/azote. 
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 AbrB1 active FtsZ (division cellulaire) chez Nostoc sp. PCC7120 
AbrB1 de Nostoc sp. PCC7120 se lie in vivo et in vitro sur le promoteur de  ftsZ un gène clé la 

di isio  ellulai e He et Xu . La ua tit  de t a s it d abrB1 et de ftsz est plus importante dans 
les cellules végétatives que dans  les hétérocystes (cellules différenciées siège de la fixation de l'azote). 
Il y a 4 fois moins de protéine AbrB1 dans les hétérocystes que dans les cellules végétatives. 

Un mutant dépourvu d'AbrB1 chez Nostoc PCC7120 n'a pas pu être obtenu dans les conditions 
standard de croissance, confirmant à nouveau qu'AbrB1 est une protéine essentielle chez les 
cyanobactéries qui la possèdent.  

 
A rB  et A rB  peuve t se o pl e ter partielle e t l’u  l’autre, i teragisse t 

physiquement et AbrB2 régule carbone et azote chez Synechocystis sp. PCC6803. 
AbrB2 et AbrB1 semblent interagir in vivo puisqu'ils  copurifient l'u  a e  l aut e Ya au hi et al. 

2011). Ce dernier résultat confirme les résultats de double hybride levure  (Satoh et al. 2007).  
Par des expériences de complémentation fonctionnelle ils ont pu montrer que dans un mutant 

Δsll0822 la quantité de transcrit des gènes urtA i po t de l u e , amt1 i po t d a o iu , glnB 
gulateu  de l azote  et sbtA (transporteur de HCO3

-) était restaurée (partiellement ou totalement) au 
i eau sau age ap s i t odu tio  d abrB2 ou d abrB1  sauvage. Par contre la quantité d'ARN ftsZ et 

ftsQ li s à la di isio  ellulai e  hez Δsll0822, n'est restaurée au niveau sauvage qu'après introduction 
i t odu tio  d abrB2  ais pas d abrB1. Selo  eu , es sultats ajout s au fait u il soit i possible 

de déléter totalement abrB1 chez Synechocystis et Nostoc i di ue t u abrB2 ne peut se substituer 
totalement à abrB1, et inversement, en dépit de la grande similitude entre les deux protéines. Grâce à 
certains résultats complémentaires de surexpression faible (environ 190% du niveau sauvage) des deux 
gulateu s ui e se le t pas a oi  d effet ph siologi ue i po ta t da s leu  tude, ils p oposent 

comme « vraisemblable » que les activités des CyAbrBs soient modulées non pas au niveau 
transcriptionnel ou traductionnel, mais plutôt au niveau post-t adu tio el, ils appo te t toutefois 
pas la moindre information quant à la modification en question. Ils évoquent ensuite à nouveau 
l i po ta e d A B .  
  

AbrB1 et AbrB2 interragissent entre elles 

Sato et al. en 2007, dans leur étude à grande échelle des interactions protéine-protéine avec le 
double hybride chez la levure ont montré qu A B  i te agit a e  lui- e ai si u a e  AbrB2, une 
i te a tio  e t e A B  et A B  a gale e t t  ele e da s l tude et elle a été validée en 2011 in 

vivo par Yamauchi et al 2011.  
De manière moins fiable, la protéase Slr1204 interagirait avec AbrB1 (comme avec beaucoup 

d aut es p ot i es , et A B  i te agi ait a e  la p ot i e i o ue Sll , l ho ologue de KaiC sl  
et la sous-unité ATPase Sll0020 de la protéase ATP dépendante Clp. T s peu d i fo atio s so t 
disponibles o e a t es de ie s g es, et la fia ilit  de l i te a tio  ph si ue o te ue est oi s 
bonne que pour les interaction entre les CyAbrBs 

De manière bien plus intéressante, il semble aussi que Slr1896, une protéine de fonction 
totalement inconnue, intéragisse physiquement avec AbrB2 au niveau de fiabilité A. Or, Slr1896 interagit 
avec la même fiabilité avec 3 autres protéines : une autre protéine hypothétique Sll1884, un régulateur 
de la sous-famille NarL Sll1708 (Nar : Nitrate réductase : assi ilatio  de l azote , et e fi  la thio édoxine 
M Sll1057. Les thiorédoxines servent généralement de protéines antioxydantes qui vont réduire les 
autres protéines. Peut- t e ue la fo tio  de Sl  est d assu e  u  lien physique entre AbrB2 et cette 
dernière thiorédoxine? Cette information sera réutilisée en discussion au prochain chapitre. 
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2-2-2-4- A B  gule l e p essio  de l hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis 
En utilisant les techniques ayant servi à identifier LexA comme régulateur de Hox, Oliveira et 

Li d lad o t ide tifi  A B  o e u  ou eau gulateu  de l h d og ase idi e tio elle Oli ei a 
et Lindblad 2008). Les niveaux de transcrits hoxE et abrB1 suivent les mêmes profils de variations (en 
conditio s ota e t sta da d, de a e e azot e, d ajout de it ate ou d a o iu . L i te a tio  
entre la protéine recombinante His-AbrB1 purifiée chez E.coli et une sonde ADN longue de 462 pb en 
amont de hoxE (de -415 à +47 par rapport au start de transcription. voir Fig.98). Ils validèrent 
gale e t la fi atio  d A B  su  so  p op e p o oteu  sa s toutefois di e si l effet tait positif ou 

négatif). 

 
 
Ils essa e t gale e t de fai e a ie  la ua tit  d A B  da s la ellule afi  de juge  du rôle de 

e gulateu  is à is de l a ti it  h d og ase. La d l tio  o pl te d abrB1 s a a i possi le oi  
plus haut), ils décidèrent donc de surexprimer celui-ci avec un promoteur induit par le cuivre. Des 
northern blots effectués sur les ARN de ces  sou hes o l e t les i eau  de t a s its d abrB1 
avec ceux de hoxE. Ils ifi e t e suite l effet des a iatio s de ua tit s d A B  su  l a ti it  
h d og ase des ellules et ils pu e t o t e  u u e di i utio  de la ua tit  d A B  da s la 
sou he d pl t e se t aduit pa  u e di i utio  d e i o  u  ua t de l a ti it  h d og ase, alo s ue 
l i du tio  d A B  pa  le ui e pe et d aug e te  l a ti it  h d og nase de près de 50% (toutefois 
ils i di ue t pas l a ti it  h d og ase d u e sou he sauvage cultivée avec du cuivre). Ils concluent 
de es sultats u A B  est u  a ti ateu  t a s iptio el de l h d og ase idi e tio elle hez 
Synechocystis. 

 
  

Figure 98 
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2-2-3- Bilan sur les CyAbrBs : 
 

En conclusion, les résultats sur la caractérisation du rôle de la paire de CyAbrBs sont encore peu 
nombreux et les mécanismes par lesquels ces derniers régissent le métabolisme des cyanobactéries 
so t e o e loi  d t e lu id s. Chez Synechocystis, il sem le ait u abrB1 et abrB2 permettent de 
odule  le ta olis e de l azote et du a o e. 

 
Parmi les quelques informations rassemblées, les deux régulateurs semblent avoir des cibles 

différentes et des importances distinctes : abrB1 est essentiel à la croissance chez Nostoc et 
Synechocystis, ta dis u abrB2 est dispensable à la viabilité cellulaire. abrB1 régule des phénomènes 
aussi a i s ue la s th se de to i es, la atu atio  de l h d og ase hez Nostoc , l e p essio  de 
l h d og ase idi e tio elle (chez Synechocystis), le transport de carbone (sbtA) et peut 
o pl e te  u e pa tie du ph ot pe ΔabrB2 lo s u o  aug e te so  e p essio . abrB2 quant à lui 
est i pli u  da s les ta olis es du a o e et de l azote et e tuelle e t da s la di isio  
cellulai e. De plus, l a al se t a s ipto i ue hez Synechocystis (souche glucose tolérante) montre 
u abrB2 pou ait lui aussi gule  l h d og ase idi e tio elle. 
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3- Bilan su  la gulatio  de l h d og ase: 
3-1- Les facteurs environnementaux 

Le tableau ci-après propose un bilan des informations collectées dans différents articles sur la 
t a s iptio  de l op o  hox et des trois régulateurs abrB1, abrB2 et lexA en réponse à différentes 
o ditio s e i o e e tales et ui o t pas d jà t  d ites p de ment : 
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Tableau des variations transcriptomiques 

Code couleur : répression (rouge), induction (vert) , pas de changement 
(jaune) inconnu (gris). DCMU : inhibiteur entre le PSII et le pool de 
plastoquinone ; DBMIB : inhibiteur entre le pool de plastoquinones et le 
cytb6/f. Une * indique que le phénomène est réversible. 

Table 12 
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3-2- Les facteurs de transcription 
Deux facteurs de transcription ont été décrits pour interagir avec le promoteur de hoxE chez 

Synechocystis sp. PCC6803: 
 LexA, qui régulerait hoxE en interagissant avec deux zones dans la région intergénique de hoxE. 

Oli ei a et Li d lad,  o t o t  ue Le A i te agissait a e  u  f ag e t d ADN e  a o t du 
TSP (-169 à -28 par rapport au TSP, soit -337 à -  pa  appo t à l ATG de hoxE) tandis que 
Gutekunst et al.  o t ide tifi  deu  zo es d i te a tio  de Le A a e  l ADN t s e  a o t du 
TSP (-569 à -  pa  appo t à l ATG de hoxE). 
 AbrB1, qui interagirait dans une région pas très bien délimitée de 450bp à cheval sur le +1 de 

transcription de hoxE Oli ei a et Li d lad . Ils o t pas he h  à d te i e  plus 
précisément le site de fixation. Cette zone inclue notamment de fortes structures secondaires de 
l ADN, e ui se le e  a o d a e  le fait ue les do ai es A Bs i teragiraient 
p f e tielle e t a e  des st u tu es t idi e sio elles de l ADN. Oli ei a et Li d lad  

Les deux régulateurs sont considérés o e des a ti ateu s t a s iptio els de l op o  hox, 
mais avec toutefois certaines précautions à prendre sur ces démonstrations.  

3-3- Autres informations : 
De plus, les t a au  d Ishii et Hiha a e   se le aie t i di ue  u A B  au ait u  effet 

gatif su  la t a s iptio  de l op o  hox chez la souche Synechocystis tolérante au glucose. 
Da s la gio  g o i ue autou  de l op o  hox, 3 ARN non codants, deux en amont de hoxE et 

un autre en aval de hoxH ont été identifiés. Les rôles de ceux-ci ne sont pas encore clairs mais il semble 
que leur quantité soit fonction de la quantité de lumière : syr1, en aval de hoxH, est fortement induit 
par un stress lumineux et moyennement par une carence en CO2 alors que ncr0700, en amont de hoxE 
est i duit fo te e t pa  l o s u it , l g e e t pa  la a e e e  CO2, et fortement réprimé par le 
stress lumineux. Le troisième petit ARN non codant en amont de hoxE est u o u  da s es 
travaux. Un ARN antisens se trouverait quant à lui juste en amont de hoxU sans que rien ne soit connu 
à son sujet (Mitschke et al. 2011). 

 

Figure 99 
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3-4- Conclusion 
 

E  o lusio  de et tat de l a t, o  etie d a ue la gulatio  de l h d og ase et u e 
question dont les réponses sont toujours aussi floues que celles concernant le rôle de cette même 
enzyme. Cependant les quelques bribes de connaissances sur ses régulateurs avérés et/ou potentiels 
pe ette t d jà de pe se  ue le ôle de l h d og ase se joue à l i te fa e e t e plusieu s 

ta olis es diff e ts. Ho  est e  effet gul e pa  des fa teu s t a s iptio els li s à l assi ilatio  
du a o e ou de l azote, et plusieurs ARNs non-codants do t l a o da e a ie a e  les conditions 
environnementales (en particulier la quantité de lumière reçue par les cellules) et susceptibles 
d i te agi  à la fois a e  l ADN ou l A‘N t a s it pou  e  odule  l e p essio  ou la traduction. 
Indépendamment de ces facteurs trans et de leu s ode d a tio , Ho  est elle-même transcrite de 
diff e tes a i es e  fo tio  de la p se e ou o  d o g e, d i hi iteu s de la photos th se 
ou da s d aut es o ditio s telles la a e e en soufre. 

 
Toutes ces différentes observations laissent penser que hox est une enzyme cyanobactérienne 

qui interviendrait lors de changements subtils ou drastiques des conditions environnementales. Quoi 
u il e  soit, il s agit d u e talloe z e o plexe, dont la synthèse est très couteuse en énergie 

pour la cellule l e z e elle- e et les a hi e ies d asse lage o ue et pote tielle e t 
inconnues). L e p essio  de Hox est extrêmement contrôlée et sa régulation est très complexe. 

 
Nul doute u u  système aussi complexe doit forcément présenter une utilité et un avantage 

pour les organismes qui le possèdent. Cependant les conditions où ce caractère est a a tageu  o t 
pas encore pu être mises en évidence  et les scientifiques restent encore dans le brouillard sur bien des 
uestio s li es à l h d og ase idi e tio elle. 
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ARTICLE I 
A B  est u  p esseu  de l h d og ase bidirectionnelle de 
Synechocystis sp. PCC6803 

 
1- Un nouvel acteur de la régulation génique de l h d og ase idi e tio elle de Synechocystis 

1-1- La biologie intégrative 
Avant de présenter mes résultats, il me semble utile de rappeler les différents mécanismes par 

lesquels sont régulés l e p essio  des gènes, la traduction des p ot i es et l a ti ité enzymatique liée. 
De même je pense utile de rappeler les limites des techniques classiques de biologie qui permettent 
a e e t d o te i  u e po se si ple est p ise à u e uestio . 

La figure suivante résume ces mécanismes de régulation. Le processus simple (à gauche de la 
figure) : promotion du gène - ua tit  d A‘N - quantité de protéine - assemblage des cofacteurs - 
modification post-traductionnelles & maturation – production enzymatique – p oduit d i t t, 
constitue la vision la plus schématique de l e p essio  g i ue. 
  

Figure 100 
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La vision plus réaliste consiste à considérer que chacune de ces étape est soumise à sa propre 
régulation :  

 la promotion du gène est dépendante de sa force intrinsèque (les box -10 et -35) mais 
aussi de son réseau de régulation. Les protéines régulant cette expression sont elles-
mêmes soumises à leur propres schéma de régulation, assemblage, modifications post-
traductionnelles, et activités en fonctions des conditions physiologiques (dans le cas de 
l h d og ase, il s agit pa  e e ple de Le A et A B , do t les p op es ua tit s de 
transcrits et de protéines sont dépendantes des conditions environnementales et qui sont 
soumis à des modifications post-traductionnelles) 

 La ua tit  d A‘N est le f uit de la trans iptio  alis e à l tape p de te, ai si ue 
de la stabilité de ces ARNs. Cette stabilité pouvant être modulée par des protéines 
stabilisatrices ou déstabilisatrices, par des ARNs non codants, des Rnases spécifiques. Les 
facteurs de (dé)stabilisation étant eux-mêmes soumis à leur propres expression et aux 
conditions physiologiques da s le as de l h d og ase il peut s agi  pa  e e ple des 
A‘Ns o  oda ts ide tifi s e  a o t et e  a al de l op o , et do t les ua tit s 
dépendent des conditions physiologiques). 

 La ua tit  de p ot i e d pe d ie  ide e t de la ua tit  d A‘Ns t a s it, ais 
gale e t d aut es fa teu s : la force du site de fixation du ribosome influe sur la 
ua tit  de p ot i es s th tis es à pa ti  d u  e A‘N, d e tuelles arences en 

acides aminés essentiels peuvent affecter la synthèse dans certaines conditions 
particulières, et des facteurs de traduction peuvent l affecter négativement ou 
positivement, ces derniers étant eux-mêmes soumis à leur propre expression, réseau de 
gulatio , odulatio  d a ti it  et ... o e pa  e e ple la a h li ase évoquée plus 

tôt, sous le o t ôle de Le A et ui pe et de odifie  des st u tu es o ple es de l A‘N 
qui empêche sa traduction Patterson-Fortin et al. 2006, l op o  hox comporte également 
de fo tes st u tu es se o dai es de l A‘N da s zo e  o -traduite) 

 L i t odu tio  des ofa teu s talli ues ou o  talli ues est gale e t u e tape 
régulée. Dans le cas des métaux, leur disponibilité est évidemment limitée par 
l environnement, par la bonne expression et le bon fonctionnement des transporteurs 
li s. De plus e tai s ofa teu s essite t u e a hi e ie e z ati ue d asse lage 
particulière, elle-même soumise à sa propre expression, son propre assemblage et son 
propre fonctionnement qui dépend des conditions physiologiques (dans le cas de 
l h d og ase pa  e e ple, il s agit des tallop ot i es H p ui asse le t le site 
[NiFe]) 

 Modification post-traductionnelles : Ces modifications chimiques des protéines sont 
souvent le fruit de conditions physiologiques qui changent - un milieu plus oxydant par 
exemple peut modifier chimiquement des cystéines – mais pas toujours - méthylation ou 
acétylation de sidus sou e t atal se  pa  d aut es p ot i es - et elles peuvent changer 
ou aboli  l a ti it  de p ot i es da s e tai s as. Les gulateu s de l h d og ase Le A 
et AbrB1 de Synechocystis sont modifiés post-t adu tio elle e t, ie  u o  e sa he 
pas encore de quelle manière (voir paragraphes précédents) AbrB2 est également soumis 
à au moins une modification post-traductionnelle (résultat du laboratoire et Sazuka et al. 
1999), et HoxH serait également soumise à une modification post-traductionnelle 
(résultat non publié du laboratoire). 
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 Maturation : cette étape facultati e pe et de o pl te  l asse lage d u e e z e. 
Da s le as de l h d og ase, la sous-unité HoxH est par exemple soumise au clivage de 
sa partie C-terminale par la protéase HoxW afin de permettre le bon assemblage du site 
actif [NiFe]. Les facteurs de maturation sont naturellement soumis à leur propre 
régulation et expression. 

 La protéine active est également soumise à son propre turn-over : souvent, après un 
nombre variable de réactions, les protéines se dégradent et doivent soit-être régénérées 
soit être réparées. Da s le as de l h d og ase, l O2 peut parfois dégrader 
i e si le e t le site a tif et la p ot i e doit t e à ou eau s th tis e ais e est 
pas le cas chez Synechocystis, cette oxydation y est réversible..  

 La production enzymatique en elle-même dépend aussi de nombreux facteurs : l e z e 
dispose-t-elle de suffisamment de substrats? Les enzymes qui produisent ces substrat 
sont-ils suffisamment abondants? Les conditions physiologiques sont-elles réunies pour 
ue l e z e fo tio e? Da s le as de l h d og ase, ous a o s u p de e t 

que son fonctionnement était opérant seulement dans certaines conditions, notamment 
e  a a o ie ou e  passage de l a a o ie à la lu i e Cou a  et al. 2004). De plus, le 
taux de réduction du pool de NADPH, su st at de l h d og ase, se le gale e t t e 
un paramèt e d te i a t du o  fo tio e e t de l e z e plus de , % . Les oies 
métaboliques consommant le NADPH sont donc des « régulations » du fonctionnement 
de l h d og ase idi e tio elle. 

 Le composé produit lui-même peut-être soumis à régulation : souvent les enzymes qui le 
produise t so t i hi es pa  l a u ulatio  de la ol ule u elles s th tise t e 
ph o e est pas e o e t s d it o e a t Ho , la o so atio  de la 
molécule par d autres e z e affe te gale e t l a u ulatio  du o pos  (comme 
est pa  e e ple le as pou  tous les i te diai es ta oli ues, concernant 

l h d og ase idi e tio elle, il se le u elle o so e l h d og e u elle p oduit 
rapidement ap s l a oi  p oduit Cou a  et al. 2004). La stabilité même du composé dans 
certains cas peut affecter son accumulation, ainsi que les conditions environnementales 
les a tio da ts pa  e e ple so t s th tis s afi  d t e apide e t o d s à la pla e 
d aut es ol ules/p ot i es plus i po ta tes pou  l o ga is e . 

 
Cette liste o  e hausti e illust e la o ple it  de la gulatio  d u e e z e. 
 
Par ailleurs les outils expérimentaux du biologiste sont souvent insuffisants pour visualiser un 

seul paramèt e isol  des aut es. Ai si ouloi  oi  u e aug e tatio  de la t a s iptio  d u  g e e  
ua tifia t ses A‘N da s u  o ga is e est igou euse e t i o e t, la ua tifi atio  d A‘N est pas 

que le fruit de la transcription, mais aussi de la stabilité de et A‘N ui peut a ie  d u e o ditio  à 
l aut e. De e, u e variatio  d u  l e t isol  d u  seau de fa teu  de t a s iptio  e pe et 
pas de prédire la réponse du reste du réseau ni l effet su  le g e d i t t, u  i eau de t a s it 
augmenté ne permet de garantir une augmentation de la traduction proportionnelle, un western-blot 
est i suffisa t pou  d i e u  o  asse lage d u e talloe z e, u  dosage d a ti it  
e z ati ue pe et de o aît e la ua tit  d e z es fo tio elle da s l o ganisme mais ne 
pe et pas de o aît e la ua tit  d e z e elle e t ali e t e da s les o ditio s 
physiologiques, la production enzymatique réelle permet de visualiser la production réelle du système, 
ais seule, ette te h i ue i fo e pas su  la ua tité de protéines réellement assemblées et 

maturées. 
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La biologie intégrative est une approche qui se propose de considérer un ensemble de résultats 
obtenus in vivo et in vitro afin de décrire au mieux les phénomènes biologiques qui régissent une voie 
métaboli ue. Cette th se po te su  la o p he sio  de la gulatio  de l h d og ase, et je e suis 
notamment focalisé sur différents aspects de ce processus : la a a t isatio  d u  de ses gulateu s : 
A B , le ôle d u  des sidus de e gulateu  dans so  a ti it : sa st i e, et l effet d u e 
modification post-traductionnelle cette cystéine. 

 
E se le, es sultats pe ett o t, je l esp e, de ieu  o p e d e les a is es 

ph siologi ues ui gisse t le fo tio e e t de l h d og ase. 
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1-2- Introductio  & su  de l a ti le Dutheil et al. 2012 
 
The AbrB2 autorepressor, expressed from an atypical promoter, represses the hydrogenase 

operon to regulate hydrogen production in Synechocystis strain PCC6803.  
Jérémy Dutheil, Panatda Saenkham, Samer Sakr, Christophe Leplat, Marcia Ortega-Ramos, Hervé 

Bottin, Laurent Cournac, Corinne Cassier-Chauvat et Franck Chauvat (J.D., P.S., et S.S. ont contribué 

autant à ces travaux)  

Journal of Bacteriology p. 5423–5433 October 2012 Volume 194 Number 19 

(doi:10.1128/JB.00543-12) 

 
Cet article concerne le rôle du régulateur AbrB2 de Synechocystis sp. PCC6803 vis à vis de 

l¹expression de l'opéron hoxEFUYH codant pour les sous-unités de l'hydrogénase bidirectionnelle. 
Pour toutes les raisons évoquées dans les précédents chapitres et paragraphes, nous avons 

décidé de reprendre l analyse du rôle d AbrB2 de Synechocystis (Sll0822) dans le contexte génomique 
sauvage qui est la souche réellement identifiée dans la nature. 

Le gène sll0822 a été remplacé par une cassette de résistance à la kanamycine. Après 
transformation dans la souche sauvage de Synechocystis, un mutant dépourvu d'abrB2 a été obtenu 
(Fig 1 de l'article). Contrairement à ce qui a été observé par Ishii et Hihara (2008), ce mutant croît 
comme la souche sauvage dans les conditions standard de croissance (en photoautotrophie)  (voir Fig. 
1 panneau C de l'article) et ne montre pas d altération de pigmentation (phycocyanines et 
chlorophylles).  

Après expression et purification de la protéine recombinante His6-AbrB2 chez E.coli, nous avons 
pu montrer par des expériences de retard sur gel qu AbrB2 reconnaissait sa propre région promotrice 
(figure 2). En utilisant des fusions transcriptionnelles au gène rapporteur cat nous avons pu montrer 
qu AbrB2 était un auto-répresseur (voir Fig. 3A de l'article) et qu'il était exprimé à partir d'un 
promoteur atypique sans boite -35, dont l'absence est compensée par la présence d'une extension de 
la boite -10 (voir Fig. 3 A de l'article). Les caractéristiques de ce promoteur ont été retrouvées dans 
d'autres promoteurs d'AbrB2 chez diverses cyanobactéries (Voir Fig. 3B de l'article). 

Pour mieux comprendre le rôle de Sll0822, et notamment son rôle de régulateur de la production 
d'hydrogène, nous avons également construit mutant thermo-conditionnel de surexpression d'AbrB2. 

L effet des variations de quantité d AbrB2 (grâce aux mutants dépourvu ou surproducteur 
d'AbrB2) sur la  régulation de l opéron hoxEFUYH a ensuite été mesuré par RT-PCR quantitative (effet 
sur la transcription), par mesure d¹activité promotrice de hoxE, via des fusions transcriptionnelles au 
gène rapporteur cat, ainsi que par mesure de l activité hydrogénase (effet sur la quantité 
d'hydrogénase maturée et active). Les résultats obtenus sont consistants avec un rôle d'AbrB2 comme 
répresseur de l'opéron hox. En effet : dans une souche dépourvue d'AbrB2 on observe une 
augmentation de l'activité du promoteur hox, de la quantité d'ARN hoxEFUYH, ai si ue de l activité 
hydrogénase. Tandis qu'au contraire, la quantité d'ARN hox ainsi que l'activité hydrogénase diminue 
dans un mutant surproducteur d'AbrB2 (voir figure 4 de l'article). La fixation d AbrB2 sur le promoteur 
de hoxE a ensuite été vérifiée in vitro par retard sur gel (EMSA) et permet de conclure qu AbrB2 est un 
nouveau répresseur transcriptionnel de l opéron hox (voir figure 5 de l'article). Un motif consensus de 
fixation de d'AbrB2 a été également proposé (TT-N5-AAC). 
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1-3- Conclusion 
Cet article a permis une meilleure a a t isatio  d A B . C est u  auto-régulateur qui agit 

o e p esseu  de l e p essio  de l hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis. Il s agit de la 
troisième protéine identifiée qui interagit avec la région génomique en amont de hoxE. Mais surtout, il 
s agit du p e ie  gulateu  de l op o  hoxEFUYH dont le rôle a pu être décrit de manière détaillée : 
l effet d A B  a ai si t  u au i eau de l a ti it  p o ot i e de hoxE et au niveau transcriptionnel 
dans des mutants d pou u ou su p odu teu  d abrB2. L effet p esseu  au i eau de l a ti it  
hydrogénase dans ces deux mêmes mutants a aussi été validé. Tous ces différents résultats sont 
concordants et permettent de proposer u A B  est u  répresseur du p o oteu  de l op o  hox 
codant pour l h d og ase idi e tio elle. 

L a hite tu e de la région promotrice réalisé avec les données de la littérature, peut donc être 
mise à jour avec les nouveaux éléments apportés par cet article afin. Par contre certaines informations 
indiquées par la littérature restent à prendre avec du recul. 
  

Figure 101 
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2- Résultats complémentaires 

Cette pa tie o po te des sultats ue j ai o te us au ou s de a th se, ai si ue des t avau  
d aut es pe so es du la o atoi e ui pe ette t d affi e  e o e la o p he sio  glo ale de la 

gulatio  de la p odu tio  d H2. 

L e jeu de d taille  es sultats est de ieu  a a t ise  les rôles de chacun des régulateurs 

entre eux, ou vis à vis de hox, et de permettre la constru tio  d u  seau de gulatio . 

 

2-1- Le mutant abrB1::Kmr  
J ai o st uit u e assette de d l tio  d abrB1, après transformation dans Synechocystis sp. 

PCC , seuls des lo es a a t ga d  des opies sau ages o t t  o te us, o fi a t u abrB1 est 
un gène essentiel à la croissance, comme ce fut le cas dans les quelques revues relatant la construction 
de ce mutant (Oliveira et Lindblad 2008 pour Synechocystis sp. PCC6803, Ishii et Hihara 2008 pour 
Synechocystis tolérante au glucose, Agervald et al. 2009 pour Nostoc sp. PCC7120).  

 
ΔabrB1::Kmr/AbrB1+ a un temps de génération supérieur à la souche sauvage (non montré) et 

une moins bonne capacité à former des cellules en croissance sur boîte (Fig 102). Le clone déplété en 
abrB1, abrB1::Kmr/AbrB1+ possède également moins de phycocyanines et chlorophylles et une 
quantité de caroténoïdes similaire à la souche sauvage (Fig 103). Ce résultat indique une déficience de 
l appa eil photos th ti ue pouvant être la cause de son incapacité à croître aussi rapidement que la 
souche sauvage.  Si AbrB1 intervient sur le processus de la photos th se, est o al u on ne 
puisse pas totalement le déléter de 
Synechocystis dans ces conditions. 
Les cellules peuvent croître en 
absence de photosynthèse 
(mixotrophie), notamment en 
présence de glucose et sous faible 
lumière (conditions où des mutants 
sans photosystèmes peuvent être 
obtenus). Cela a toutefois pas 
pe is d o te i  u  uta t 
complètement ségrégé. Ainsi, AbrB1 
est pas u i ue e t esse tiel à la 

croissance en photoautotrophie. 

Figure 102 

Figure 103 
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2-2- Le mutant ΔabrB2  
2-2-1- Le o te u pig e tai e de ΔabrB2 est différent de la souche sauvage 

Co e i di u  da s l a ti le 
Dutheil et al. 2012, notre mutant 
ΔabrB2 présente un phénotype 
différent de celui présenté par Ishii et 
Hihara 2008. Notre mutant présente 
une croissance identique à la souche 
sauvage, mais une composition 
pigmentaire différente, notamment, 
on observe que notre mutant possède 
plus de caroténoïdes, tandis que le 
mutant décrit par les japonais possède 
moins de chlorophylles et de 
phycocyanines (resp. -20% et -25%, ils 
ne font pas mention des 
caroténoïdes). Nous proposons dans 
l a ticle que la différence pourrait être due au caractère mutant « glucose tolérante » de la 
Synechocystis japo aise, a  da s ot e as e so t tous os ΔabrB2, même issus de transformations 
très espacées dans le temps qui nous ont donné des résultats similaires, il ne peut donc s agi  du 
ph ot pe d u  lo e isolé en particulier.  

Les caroténoïdes sont généralement liés à la protection contre le stress oxydant dans le vivant. Le 
fait d e  d te te  da a tage da s le uta t ΔabrB2 pourrait indiquer que cette souche subit plus de 
stress oxydant dans les conditions de culture du laboratoire, ou que son système de synthèse des 
caroténoïdes particulièrement déréglé. 

 
2-2-2- Phénotypes de résistance de Δa B  

Plusieurs tests physiologiques ont été menés par Panatda Saenkham lors de son passage au 
laboratoire, ils nous indiquent sur le rôle biologique que tient ce régulateur dans la cellule (ces 
résultats sont encore non publiés). 

Ces résultats sont a priori o sista ts a e  l aug e tatio  de la ua tit  de a ot oïdes dans 
les cellules : nous relevons en effet une bien meilleure résistance du mutant Δa B  à toute une série 
de stress métalliques et oxydants u il s agit de te te  d e pli ue . 

Grâce à la comparaison des transcriptomes Δa B /souche sauvage effectué au laboratoire 
(Leplat et al. , o  sait u A B  est ajo itai e e t u  gulateu  gatif des g es u il o t ôle 
directement ou indirectement et que plusieurs gènes liés à la défense contre le stress oxydant sont 
sous sa dépendance et sont induits dans le mutant Δa B . Ainsi, même si les cellules sont en 
conditions standard de croissance, deux hypothèses sont envisageables : 

 La relation entre AbrB2 et les gènes liés à la défense contre le stress oxydant est directe 
et les gènes sont constitutivement surexprimés dans le mutant, conférant une résistance 
permanente à la souche. (Ce caractère de surexpression « permanente » d u  g e i utile 
en conditions de non stress constitue probablement un gaspillage énergétique et un 
désavantage évolutif en milieu naturel). 

 La relation entre AbrB2 et ces gènes est indirecte, et ils sont induits en réponse à un 
stress oxydant constitutif que ressentirait la cellule à cause de la mutation. Dans ce cas les 
g es de d fe se o t e le st ess o da t so t su e p i s afi  d assu e  la su ie de la 

Figure 104 
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sou he. Sa s doute u e  o ditio s oi s fa o a les u e  la o atoi e le uta t se 
comporterait moins bien. 

 
Nous e ie d o s plus loi  su  d aut es ph ot pes du uta t  
 

2-3- Les mutants ΔlexA et ΔcymR (construits par Panatda Saenkham et Sandrine Farci)  
Au laboratoire, ces 2 mutants ont pu être construits selon la même technique que les 2 

précédents. cymR (slr0846) est le g e e  oppositio  d abrB2, codant pour un régulateur 
transcriptionnel ui pou ait t e i pli u  da s l ho ostasie du souf e et ui a e e t t  
identifié comme jouant un rôle encore non clair vis à vis des photosystèmes I et II, particulièrement en 
se fixant en amont des gènes psaAB, sous-unités cruciales du PSI (Midorikawa et al. 2009). Les 
protéines de sa superfamille sont notamment capables de détecter des changements 
e i o e e tau  et d agi  e  o s ue e, ais ie  a t  ifi  à e jour encore chez 
Synechocystis. 

Le ou eau uta t ΔlexA qui a été reconstruit au laboratoire a pu être obtenu totalement 
s g g  ette fois, fa ilita t d auta t les futu es i te p tatio s ui se o t faites à partir de celui-ci. 

 
2-4- AbrB2 empêche d o se e  l effet de Le A su  la p o otio  de hoxE 

 

Da s l a ti le Dutheil et al. 2012, j ai d it la o st u tio  de  fusio s t a s iptio elles de la 

gio  p o ot i e de l op o  ho  au g e appo teu  at ui o t pe is de o t e  u A B  régulait 

gative e t le p o oteu . A ou s de a th se, j ai également introduit ces 4 fusions 

transcriptionnelles da s la sou he Δle A construite par Panatda Saenkham). La Fig 105 suivante décrit 

ces résultats : 

  
Da s le uta t ΔlexA, l a ti it  p o ot i e o se e est t s fai le, du e o d e ue elle de 

la souche sauvage. Bie  u to a t a  Le A est suppos  t e u  gulateu  positif de l opéron hox 

(Oliveira et Lindblad 2005, Gutekunst et al. 2005), e sultat est pas réellement en contradiction 
avec les résultats déjà apportés, et cela pour deux raisons : 

 LexA a été proposé comme a ti ateu  t a s iptio el de l h d og ase. Si cette 
description est vraie, alors un mutant Δle A de ait o t e  oi s d a ti it  p o ot i e 
que le niveau sauvage. Hors dans les conditions de cette expérience, hox est peu 

Figure 105 

Figure 105 
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exprimée dans la souche sauvage (Dutheil et al. 2012, Fig 105), ainsi une diminution 
d a ti it  p o ot i e de ie t i possi le à isualiser. 

 La deuxième raison possible est u e o s ue e di e te du ôle ue l o  ie t 
d ide tifie  pou  A B . Effe ti e e t, A B  ie t d t e d it o e u  p esseu  
di e t de l h d og ase idi e tio elle, et, de plus, interagissant sur une zone à cheval 
autour du start de transcription de hoxE. U e telle lo alisatio  d u  p esseu  peut 
induire deux conséquences: AbrB2 défavorise fortement la fixation de la RNA polymérase 
en amont du TSP, mais empêche aussi la progression de cette dernière en interagissant 
a e  la zo e o  t aduite de hoxE. Ainsi un site de fixation pour un activateur 
transcriptionnel, mais qui se situerait en amont de ces deux « postes-contrôles » régis par 
A B , o e est le as pour LexA, serait rendu totalement muet du fait de la trop 
forte répression plus en aval. Ainsi ta t u A B  est p se t da s les ellules et e  
conditions standard de croissance (plus généralement : dans toutes les conditions où 
A B  est fi  à e p o oteu , il est i possi le de oi  l effet d autres facteurs 
transcriptionnels tant les a iatio s d a ti it  p o ot i e sont inhibées par AbrB2. 

 
Quoi u il e  soit, ette s ie de esu es e pe et i de alide  i d i alide  le ôle de 

régulateur positif ou négatif de LexA vis à vis de hoxE. Les p eu es de la litt atu e i di ua t u il 
s agi ait d u  a ti ateu  so t i suffisa tes et cette manipulation ne permet pas de répondre à la 
question pour les raisons explicitées plus haut. La o st u tio  d u  dou le uta t ΔlexAΔabrB2 
pourrait permettre de répondre, mais a pas pu t e faite pendant ma thèse. 

 

Ce sultat e fo e e  tout as dava tage l i t t de l ide tifi atio  d A B  : il semble bien que 

ce dernier soit un ve ou ajeu  de l e p essio  de l h d og ase. 
 

2-5- Régulation de ssr2227 par AbrB2 et LexA 

Lo s ue j ai tudi  la gio  promotrice 
de hox, j ai aussi produit un plasmide 
rapporteur contenant la zone intergénique 
complète entre hoxE et ssr2227 orientée 
dans le sens opposé de celui de hoxE, de telle 
manière à obtenir le promoteur du gène en 
opposition de hoxE : ssr2227 il s agit do  du 
fragment « JD1 » d it da s l a ti le, ais 
orienté vers ssr2227 plutôt que hoxE). J ai 
également introduit ce plasmide dans les 3 
sou hes sau age, ΔabrB2 et ΔlexA. 

Les résultats (Fig 106) montrent que 
ssr2227 est, à l i sta  de hoxE, très 
faiblement actif dans les conditions 
standards de croissance, résultat pas 
forcément étonnant étant donné que 
ssr2227 est une transposase (et donc 
naturellement a priori peu exprimée).  Pa  o t e, les sultats o t e t u AbrB2 et LexA régulent 
tout deux négativement ssr2227, et Le A plus fo te e t e o e u A B . Ceci indique qu A B  
régulerait ssr2227 directement ou indirectement e tuelle e t pa  le iais d u  site de fixation 
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autre que « JD4 » qui est très proche de hoxE, ou également par un autre effet indirect, évoqué plus 
loin).  

Ce résultat permet en tout cas de proposer que LexA est un répresseur direct de ssr2227, 

éventuellement par les 2 sites de fixation de LexA identifiés de -690 à -  pa  appo t à l ATG de hoxE 
par Gutekunst et al. 2005 : ces sites seraient en effet plus vraisemblablement des sites qui concernent 
ssr2227 que hoxE en raison de leur éloignement de ce dernier (voir Fig 105). 

De manière intéressante, dans cette configuration, la répression due à AbrB2 sur le promoteur de 
ssr2227 ne masque pas la répression due à LexA alo s ue tait e tuelle e t le cas vis-à-vis du 
promoteur de hoxE). Ce résultat permet donc de faire plusieurs hypothèses : 

 L effet d A B  su  ssr2227 est i di e t puis u il e as ue pas l effet de Le A, et/ou il 
est direct, mais le site AbrB2 en question est en amont du site LexA. 

 L effet d A B  su  l a ti it  p o ot i e de ssr2227 pourrait être indirect par un effet 
d A B  su  Le A. Pa atda Saenkham a e  effet pu p ou e  pa  gel shift u A B  
interagissait directement avec la zone promotrice de LexA (sans pouvoir qualifier la 
atu e de l effet toutefois . 

 Comme les preuves indiquant une régulation positive de LexA vis-à-vis de hoxE sont 
insuffisantes, il est possible que LexA ne régule pas hoxE mais uniquement ssr2227. 
N a oi s, l e iste e du site de fi atio  p opos  pa  Oli ei a et Li d lad e   à 
forte proximité du site d i itiatio  de la transcription, et le fait que cette interaction 
LexA-hox a aussi été observée chez Nostoc sp. PCC7120 (Sjoholm et al. 2007) plaiderait 
plutôt e  fa eu  d u  effet di e t de Le A is-à-vis de hox, mais la nature positive ou 

gati e est pas e o e o nue et impossible à clarifier pour le moment (chez les deux 
cyanobactéries). 

 
Les transposases permettent à des portions de génome de changer de place, permettant aux 

ellules de s adapte , ota e t au  a ti ioti ues. Qu u  gulateu  poss da t u  do ai e AbrB-like 
puisse p i e  des a is es pe etta t e t e aut e l a uisitio  de sista e au  a ti ioti ues 
ou d olue  da s des o ditio s de st ess est do  pas surprenant. Chez Microcystis aeruginosa il y 
a également un gène codant transposase en opposition de hoxE, mais e est pas le as hez Nostoc 
sp. PCC 7120, Synechococcus sp. PCC7002 ou Synechococcus sp. PCC7942. Dans certaines 
cyanobactéries on peut aussi trouver des gènes codant des sous-unités ribosomale ou des DNA ligases 
en opposition de hoxE. Chez Arthrospira platensis NIES- , est hypC qui se trouve en opposition de 
hoxE. Ainsi ssr2227 est pas o se  hez les a o a t ies poss da t hox. 

 

2-6- Effet de LexA et AbrB2 sur lexA 
Panatda Saenkham, en utilisant un plasmide avec la fusion transcriptionnelle au gène rapporteur 

cat de la zone promotrice du gène lexA, a o t  ue Le A s auto p i ait ta dis u A B  a pas 
d effet aug e tatio  de l a ti it  promotrice d u  fa teu  35 da s le uta t ΔlexA et pas de variation 
sig ifi ati e da s le uta t ΔabrB2, résultats non publiés). 

L i te a tio  di e te de LexA sur son promoteur a été vérifiée et validée in vitro par retard sur 
gel. AbrB2 semble également interagir avec le promoteur de lexA, ie  u au u  effet significatif de 
so  a se e ait pu t e d el  su  l a ti it  p o ot i e de lexA (résultats non publiés). Ce non-effet 
appa e t d A B  pou ait pa  o t e t e u e o s ue e d u  « masquage » par LexA qui exerce 
une répression déjà extrêmement forte sur lui-même, mais cela est difficile à confirmer. 
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2-7- Effet d A B , C ‘ et Le A su  cymR 

Panatda Saenkham a gale e t fa i u  u  plas ide appo teu  de l a ti it  p o ot i e du 
gène cymR, le gène en opposition d abrB2, et o t  u A B  p i e l e pression de cymR (activité 
cat t ipl e da s ΔabrB2), de même que LexA (activité cat dou l e da s ΔlexA). CymR semble aussi 
s auto guler légèrement (activité cat + % da s ΔcymR) (résultats non publiés). Panatda Saenkham et 
moi avons effectué des retards sur gel avec le frag e t p o oteu  d abrB2 (et donc de cymR) avec les 
protéines LexA et AbrB2 et nous avons ainsi montré que ces deux régulateurs interagissent en amont 
des deux gènes abrB2 et cymR. 

Ce résultat est particulièrement intéressant quand on sait que cymR est a priori relié directement 
à la o e e p essio  de l appa eil photos th ti ue quelques sous-unités du PSI, Midorikawa et al. 
2009). Qu abrB2 soit eli , à la fois, di e te e t à l hydrogénase bidirectionnelle et, au moins 
indirectement, au photosystème I qui l alimente indirectement montre u abrB2 tient une place 
particulièrement importante dans le contrôle que fait la cellule sur ses métabolismes, dont celui de 
l h d og e.  

 
2-8- Effet d A B  et Le A su  abrB1 

En plus de l a al se des p o oteu s de hox et 
abrB2, j ai également construit une fusion 
transcriptionnelle au gène rapporteur cat avec la 
région promotrice d abrB1. Afi  de isualise  l effet 
d A B  et Le A su  la régulation de ce gène, le 
plasmide a été introduit dans 3 contextes 
génétiques différents : la sou he sau age, ΔabrB2 et 
ΔlexA. 

Mes résultats montrent u abrB1 est induit 
da s u e sou he d pou ue d AbrB2 mais pas dans 
une souche dépourvue de LexA. 

abrB1 est décrit comme un auto-régulateur, 
car il se fixe sur sa région promotrice (Oliveira et 
Lindblad 2008). AbrB2 régule négativement 
l e p essio  d abrB1 mais sans savoir si est de 
façon directe ou indirecte. Il est donc possible ue l interaction entre les protéines AbrB1 et AbrB2 joue 
ici un rôle particulièrement important mais il s agit d u e hypothèse ui a pu t e alid e pa  les 
techniques expérimentales dont nous disposons. 

 
2-9- Effets des paramètres environnementaux et des régulateurs AbrB1, AbrB2, LexA et CymR  sur 
abrB2 

 

Panatda Saenkham a construit une fusion transcriptionnelle au gène rapporteur cat avec la zone 
p o ot i e d abrB2 (plasmide pPS2 déjà évoqué da s l a ti le Dutheil et al. 2012). Nous avons introduit 
ce plasmide dans différents uta ts des gulateu s i pli u s da s la p odu tio  d H2, à savoir dans la 
souche sauvage, abrB1::Kmr/AbrB1+

, ΔabrB2, ΔlexA et ΔcymR, et Panatda Saenkham a aussi testé 
différentes conditions environnementales sur la sauvage portant le plasmide pPS2 (tous ces résultats 
sont encore non publiés et ne sont pas montrés dans la version finale du manuscrit). 
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2-10- Constitution du  réseau de régulation de hox 

Le modèle proposé (Fig 109) est une synthèse des résultats publiés et non publiés du laboratoire. 
La gulatio  de l e p essio  de l op o  hox se révèle très complexe, les 3 régulateurs identifiés 

à e jou  s auto gule t ais gule t aussi positi e e t ou gati e e t l u  des deu  aut es 
régulateurs en plus de réguler positivement ou négativement l op o  hox. 

 
Avec ce modèle, on peut déjà constater une apparente contradiction : LexA serait un activateur 

de hox, tout e  ta t gale e t u  a ti ateu  d abrB2, lui-même répresseur de l hydrogénase. On 
comprend donc bien que la quantité d h d og ase sulta te d u e o ditio  e i o e e tale 
pa ti uli e se a le f uit d u  o ple e a is e d ajuste e t e t e les effets o i s de hacun. 

 
Cette représentation incomplète pe et d illust e  la o ple ité du réseau de régulation de hox, 

et met en lumière la nécessité de la cellule à contrôler de manière extrêmement étroite la quantité 
d h d og ase. Le coût énergétique très élevé pou  la fo atio  d u e seule h d og ase 
bidirectionnelle (5 sous-unités, chacune comportant des clusters Fe-S et Ni-Fe, plus 7 protéines de 
maturation au moins) pe et d e pli ue , au oi s e  pa tie, pou uoi la ellule assemble 
l h d og ase ue si cela est vraiment indispensable. 
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2-11- Co st u tio  d u e sou he p oduisa t plus d h d og ase 
U e pa tie des o je tifs du la o atoi e tait d ide tifie  les diff e ts fa teu s affe ta t 

positivement ou négativement la production de dihydrogène par Synechocystis, en vue de finalement 
augmenter cette dernière. 

 
Une des stratégies consiste donc à surproduire les facteurs transcriptionnels positifs et diminuer 

les facteurs transcriptionnels négatifs. Nous avons donc tenté d aug e te  la ua tit  d A B  et de 
di i ue  la ua tit  d A B  dans une seule et même souche.  

J ai ai si o st uit u  plas ide de su e p essio  the o o t ôl e d abrB1 à partir du plasmide 
pFC . Le plas ide pFC a B  a e suite t  i t oduit da s le uta t ΔabrB2, (de même que le 
plasmide pFC1abrB2). L a ti it  h d og ase normalisée des différentes souches mutantes a ensuite 
été mesurée pa  la te h i ue d ha ge H/D au CEA de Cada a he, les sultats so t o t s su  la Fig 
110. 

 

 

On observe un effet u ulatif de la d l tio  d abrB2 coupl e à la su e p essio  d abrB1 : 
l a ti it  h d og ase aug e te d u  fa teu   da s le uta t ΔabrB2+pFC1abrB1 à 39°C (~23 U.A.) 
par rapport à la souche sauvage à 30°C (~7 U.A.). Ces résultats restent cependant à confirmer. 

  
O  peut gale e t e a ue  à ou eau u il est très probable que les régulations générées par 

les CyAbrBs (et LexA) ne sont pas médiées uniquement par la quantité des protéines au niveau 
intracellulaire. Les effets de modifications post-traductionnelles doivent être importants, et chercher à 
i flue  ue su  les quantités de régulateurs ne permettra pas forcément, à terme, de contrôler assez 

précisément le réseau de régulation de hox pou  o te i  l effet e he h . Effectivement, contrôler les 
proportions des régulateurs modifiés ne peut pas se faire en simplement enlevant ou rajoutant des 
protéines sous leur forme non-modifiée. Ce o stat este a d auta t plus ai ue ous e sa o s 
toujours pas quelles sont toutes les modifications post-traductionnelles encourues par les CyAbrBs 
dans la cellule, ni les rôles de chacunes de ces formes. Cette de i e uestio  fe a l o jet du p o hai  
chapitre. 

Figure 110 
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2-12- Le t a s ipto e d abrB2 

Durant mon travail de thèse, le design de puces à oligos couvrant, pour la première fois, 
l e se le des g es po t s pa  le h o oso e et les plas ides de Synechocystis ai si u u e 
centaine de ses ARN non-codants a été réalisée (voir Leplat et al. 2013). 

Ch istophe LEPLAT a utilis  es pu es pou  o pa e  le t a s ipto e du uta t ΔabrB2 à celui 
de la sou he sau age. Plus de  g es so t d gul s pa  l i a ti atio  de e gulateu  e  
conditions standard. Parmi es  g es,  so t d gul s gati e e t, o t a t u A B  
fonctionne majoritairement comme un répresseur chez Synechocystis. 

L opéron hoxEFUYH codant pour l h d og ase est i duit da s le uta t ΔabrB2 d u  fa teu  
similaire à celui détaillé par RT-PC‘ ua titati e da s l a ti le Dutheil et al. 2012 (entre x3 et x5) ainsi 
que HypF. 

La ua tit  d A‘N de o eu  g es i pli u s da s les ta olis es de l azote et du a o e 
est aussi odifi e da s la sou he ΔabrB2, ota e t le t a spo t d u e et la it ate éductase. Ces 
résultats confirmant en partie les sultats d Ishii et Hihara 2008 pour la souche mutante de 
Synechocystis tolérante au glucose. L a al se de Leplat et al. 2013 montre très clairement et pour la 
p e i e fois u u e g a de pa tie des g es sous la d pe da e d A B  sont portés par des 
plasmides.  

Les 20 gènes les plus induits dans la souche ΔabrB2 par rapport à la souche sauvage sont tous des 
gènes plasmidiques (facteurs de variations allant de x10 à x77). Ce résultat très intéressant révèle le 
ôle p i o dial d A B  da s l e p ession des gènes plasmidiques dont l immense majorité sont de 

fonction totalement inconnue. Certains pourraient donc être impliqués d u e a i e ou d u e aut e 
dans le ta olis e de l h d og e. 

L effet positif de la utatio  ΔabrB2  sur le niveau de transcrit du régulateur cymR confirme ce 
qui a été vu par fusion transcriptionnelle. De même la non régulation de lexA par abrB2 est également 
confirmée.  

De manière intéressante, plusieurs gènes liés à la tolérance au stress oxydant sont également 
i duits e  a se e d abrB2. Il s agit de norB (nitric oxyde réductase, x8,48) qui a ue l e s d o de 
nitrique NO (Busch et al. 2001), et de cydA (Cytochrome D quinol oxydase, x2,95), un accepteur 
te i al d le t o  de la haîne respiratoire. Ce résultat semble i di ue  u abrB2 agit comme un 
répresseur de la réponse au stress oxydant en général, ceci pourrait indiquer ue l h d og ase 
bidirectionnelle joue un rôle dans la tolérance au stress oxydant métabolique. 

 
Un autre effet non attendu concerne la régulation du transport des métaux. En effet, la quantité 

d A‘N fecBCDE (import de citrate ferrique), feoB (i po t d io s fe eu ) ainsi que futA1A2BC (import 
de fer) est di i u e d u  fa teu  alla t de /1,6 à /3 ainsi que coaT (cobalt, /5,45) et hupE (probable 
transporteur de métaux, /3,78 Hoffman et al. 2006). Ceci peut paraître paradoxal car dans un mutant 
ΔabrB2 il  a u e aug e tatio  de la ua tit  d h d og ase, talloe z e à e t e [NiFe] avec de 
nombreux clusters [FeS], une hydrogénase complète contiendrait ainsi 27 atomes de fer  lo s u elle 
est arrangée en dimère). 

L e p essio  d aut es g es gul s pa  la ua tit  de fe  dans le milieu est modifiée, parmi ceux-
ci : mrgA (slr1894, /2,3), isiA (sll0247 /4), isiB (sll0248 /8,4) et d autres.  

 
Des g es pa ti ipa t à la gestio  du flu  li ue d lectrons de la photosynthèse varient, 

traduisant éventuellement une redirection du flux vers la p odu tio  d h d og e : 
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 Les ARNS des gènes pgr5 (ssr2016) et ndhD2 (slr1291), impliqués dans la réduction du pool de 
plastoquinones, voient leur quantité réprimée (respectivement /4,2 et /2,3), indiquant de 
probables changements du pool de NADPH. 

 A l i e se, la ua tit  d A‘N petC2 (slr1185), une sous-unité à FeS de Rieske alternative du 
cytb6/f i pli u e da s l adaptatio  au st ess lu i eu  subit quant à elle une forte induction 
(x4,6 voir Tsunoyama et al. 2009 pour réf).  
 
L e se le de es sultats sugg e u A B  o t ôle les ep og a atio s ta oli ues ui 

conduise t à u e p odu tio  d h d og e. 
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DEUXIEME 

PARTIE 
 
 

CHAPITRE 5 
Le stress oxydant, le glutathion & les mécanismes de résistance 

 
ARTICLE II 

La gulatio  e e e pa  le p esseu  de l op o  hox AbrB2 
est dépendante de son unique cystéine  

qui est modifiée post-traductionnellement.  
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CHAPITRE 5 
Le stress oxydant, le glutathion & les mécanismes de 
résistance 
 
 

Ce cinquième chapitre traite de la deuxième partie de mes travaux de thèse, qui décrivent un 

mécanisme nouveau de régulation post-traductionnelle du régulateur AbrB2. Cette modification de son 

unique cystéine module son activité régulatrice en fonction du niveau de stress oxydant auquel est 

soumis la cellule. Ces résultats seront préliminairement introduits par plusieurs généralités sur le stress 

oxydant et les mécanismes de résistance qui y sont liés - notamment les phénomènes de 

glutathionylation – puis vient finalement le deuxième manuscrit issu de mes travaux. 

 
1- Stress oxydant : le dio g e o de pas la matière vivante. 

Contenant près de 20% de dioxygène (O2), l at osph e te est e da s la uelle ous i o s est 
largement oxydante. Cependant, contrairement à une idée eçue, le dio g e est pas assez a tif 
pour réagir spontanément avec la matière organique l o g e et la ie to e  C.Deby et G.Deby-
Dupont), la raison en est principalement la barrière énergétique forte qui empêche la réaction de se 
produire. Ainsi, pour pouvoir réagir avec les matière organiques, le dioxygène fondamental nécessite 
des atal seu s ui a aisse t l e gie d a ti atio  de la a tio . Dans le vivant, ces catalyseurs, 
souvent des enzymes, comportent généralement des métaux de transition au sein de leur site actif, lui-
même constituant un microenviron e e t d a ides aminés qui contribuent tout autant à 
l a aisse e t de la a i e e g ti ue. 

Les organismes vivants ont très tôt dû apprendre à gérer les dégâts inévitables que pouvait 
causer un tel type de stress. Le stress oxydant est en effet inévitable puis u il s agit d u  si ple 
t a sfe t d le t o  di  pa  u e des plus petites ol ules existantes : le dioxygène (O2) (Imlay 
2008). 

 

2- La photosynthèse et le stress oxydant 
Les cyanobactéries sont les premiers organismes photosynthétiques apparus sur Terre et font 

partie des premiers à avoir dû lutter contre le stress oxydant. L appareil photosynthétique génère en 
effet de l O2 directement au niveau intracellulaire. Ai si, a a t e ue l at osph e Te est e ne 
devienne significativement oxydante pour toute la biosphère, les cyanobactéries étaient déjà 
confrontées à un stress oxydant intracellulaire.  En conséquence ce sont elles qui ont, il y a environ 3 
illia ds d a es, développé les premières des stratégies de résistance au stress oxydant ; stratégies  

qui se sont ensuite répandues et diversifiées dans la plupart des espèces vivantes actuelles,  
o se es pa  l olutio . 

Certaines plantes et organismes ont appris à exploiter la vulnérabilité de leurs compétiteurs aux 
esp es a ti es de l o g e ROS, voir paragraphe suivant pour une description). Afin de les 
attaquer, elles excrètent des composés redox-cycliques (Redox-Cycling Compounds RCCs), tels les 
quinones, phenazines et viologènes, ui diffuse t jus u au  i oo ga is es à p o i it  à l i t ieu  
desquels ils oxydent les enzymes rédox de la cellule, transférant dans le mouvement des électrons à 
l o g e ol culaire et générant O2

●-. Ces ‘CCs so t apa les d aug e te  la g atio  atu elle de 
ROS intracellulaire de plusieurs ordres de magnitude (Imlay 2008) 
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3- Les Esp es ‘ a ti es de l O g e ‘ea ti e O ge  Spe ies e  a glais ou ‘OS  

3-1- Les ROS 

Les ROS sont des molécules dérivées du dioxygène, hautement plus réactives. On en répertorie 
plusieurs, dont les principales sont ici détaillées: 

 

  
 
 O2, le dioxygène : Cette molécule compose près de 20% de notre atmosphère, beaucoup 

d o ga is es la respirent afi  de ti e  de l e gie de sa a ti it  i t i s ue. Le dioxygène peut 
traverser les membranes librement, de telle sorte que sa concentration intracellulaire équivaut 
g ale e t elle de l e t ieu . La haî e de espi atio  et les e z es ui assu e t g ale e t 
des t a sfe ts le t o i ues d u e esp e à l aut e so t pa  o t e aussi sus epti les de t a sf e  des 
électron au dioxygène et de faire changer sa structure vers des espèces hautement plus réactives et 
problématique pour la cellule (Imlay 2008). 

 1O2, l  « oxygène singulet » : aussi noté 1Δg, est u  tat e it  de O2. Là où le dioxygène 
« standard » a ses 2 électrons les plus externes répartis dans 2 orbitales moléculaires avec des spins 
parallèles, 1O2 est caractérisé par ses 2 électrons les plus externes présentant des spins opposés et 
occupant une même orbitale moléculaire. Cet état excité de la molécule est particulièrement instable 
et réactif. Il a été caractérisé pour la première fois par Herzberg en 1934 qui a attribué la couleur rouge 
de certaines aurores polaires à cet état excité des molécules de dioxygène. La durée de vie de cette 
esp e hi i ue est de l o d e de  µs da s l H2O.  

Chi i ue e t, l o g e si gulet est sus epti le de réagir directement avec beaucoup 
d esp es hi i ues p se tes da s le i a t, ota e t e  s additio ant sur des cycles 
polyinsaturés à la a i e d u e lo-addition de Diels-Alde  d th l e su  u  di e et d e t ai e  
différents dommages irréversibles, ais aussi pa  d aut es a is es ie  plus o ple es. On notera 
par exemple : 

- l additio  de 1O2 sur les acides a i s o po ta t des les o e l histidi e ou le 
tryptophane. Les acides aminés étant les briques élémentaires de toutes les protéines et enzymes de la 
ellule, o  o p e d ue l effet de 1O2 peut être particulièrement toxique pour la cellule. 

- l addition de 1O2 sur les bases nucléiques (A, T, G, C ou U) qui impliquées dans la synthèse de 
l ADN, l A‘N ais aussi da s d aut es oies ta oli ues. E  p ati ue, 1O2 réagit presque 
exclusivement avec la guanosine, produisant ainsi la molécule 8-oxo-7,8-dihydro- d so gua osi e 
(8oxodGuo) utilisable comme un biomarqueur du stress oxydant. 

- l additio  de 1O2 sur les acides gras insaturés, constituant les membranes cellulaires, peut 
également être très dommageable pour la cellule. 

- la réaction de 1O2 a e  la ita i e C l a ide as o i ue  ui o duit à l o alate est bien connue 
et constitue un des premiers mécanismes découvert de résistance au stress oxydant.(source : 
l O g e si gulet et la ie C De  

Figure 114 
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NB : O2
●-  et H2O2 sont formés suite 

aux collisions naturelles de la 
molécule de dioxygène avec les 
enzymes type flavodoxine, le taux 
d appa itio  de es esp es est do  
directement proportionnel à la 
concentration oxygénique ambiante, 
et par voie de conséquence, les 
organismes microaérobies et les 
cellules mammifères sont 
naturellement plus protégées contre 
ces stress que les autres organismes. 
Les bactéries sont généralement 
suffisamment pourvues en défenses 
naturelles pour se protéger contre 
ces deux espèces, des mécanismes 
additionnels ne sont induits que 
lorsque les microbes sont confrontés 
à des stress artifiels assez rarement 
rencontrés dans la nature (Imlay 
2008) 
 

 O2
●-, « l a io  supe o de » : Cette espèce se forme 

pa  ajout d u  le t o  à la ol ule de O2 (Fig 114). Elle se 
fo e à u e itesse d e i o   µM.s-1 et majoritairement 
suite à la respiration cellulaire (Imlay 2008). Etant chargée 
négativement, donc ionique, elle traverse difficilement les 
membranes à pH neutre. Elle est connue notamment pour 
pouvoir désestérifier les phospholipides membranaires (voir 
Fig.III 3 (chap7 du livre DEBY), cette déstabilisation peut 
notamment conduire à la lyse cellulaire et donc à la mort de 
l o ga is e. En conditions plus acides, le radical superoxyde 
est gale e t sus epti le d a o he  u  p oto  
supplémentaire pour former HO2

●,  
 H2O2, le pe o de d h d og e : Cette espèce se 

fo e su essi e e t à la p de te pa  up atio  d u  
électron supplémentaire et de 2 protons à une vitesse 
o e e d e i o   µM.s-1. Elle peut aussi être formée par 

réactions photochimiques naturelles (pouvant atteindre de 1 
à 20µM dans un milieu stérile conservé à la lumière). L esp e 
est pas a ti e e  tant que telle. E  ta t u esp e o  

chargée, elle peut très facilement traverser des membranes 
(comme O2) et affe te do  les ellules di e te e t d s u o  
la retrouve dans le milieu. 

 HO●, le radical hydroxyle et HO- l a io  h d o de : Ces deux espèces sont les plus réactives des 
‘OS et e  e se s o t pas ai e t le te ps de s a u ule  da s l o ga is e, leu  a a t e asi ue 
et nucléophile en font des espèces particulièrement dangereuses pour les cellules.  

 

3-2- Autres dommages générés par les ROS 
Outre les dégâts possibles déjà évoqués plus haut, O2

●-  et H2O2 so t sus epti les d e do age  
des clusters [FeS] exposés aux solvants (comme par exemple ceux des ferrédoxines ou des hydratases. 
Au site actif, les deux espèces se lie t à l ato e de fe  et o ydent le cluster dans un état redox instable. 
O2

●-  oxyde ainsi un cluster [4Fe-4S]2+ en [4Fe-4S]3+ (degrés d o datio  du fe  aug e t  de u  ui va 
ensuite perdre irréversiblement son fer catalytique: [3Fe-4S]+. De la même manière, H2O2 entraîne la 
dégradation du cluster mais en oxydant le cluster de manière divalente e  e t ai a t le d pa t d u  
ion ferrique. Même dans les conditions « standards », naturelles et dites non-stressantes, ces réactions 
se produisent très fréquemment. Le maintien des activités enzymatiques affectées est assuré par les 
procédés qui reconstruisent les clusters en permanence (Imlay 2008). 

 
3-3- Les systèmes de protection contre les ROS et le stress oxydant 

3-3-1- Systèmes passifs de récupération du stress oxydant 
De nombreux ta olites o e les α-to oph ols ita i e E , les a ot oïdes β-carotènes, 

myxoxanthophylles, zéaxanthine etc...) ou le glutathion (un tripeptide) sont impliqués dans la capture 
du stress oxydant et en particulier des ROS, de manière passive (Latifi et al. 2009, Masip et al. 2006, 
Narainsamy et al. 2013). Ces molécules, souvent p se tes à des o e t atio s de l o d e du M, 
agissent comme des boucliers qui piègent les ROS avant que ceux- i atteig e t d aut es 
molécules/protéines de la cellule. 
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3-3-2- Systèmes actifs de récupération des ROS 
Outre les systèmes « passifs », les o ga is es dispose t gale e t d e z es apa les 

d a ue  u  st ess o da t e essif. Ces systèmes sont généralement induits par des conditions 
particulièrement stressantes, mais sont naturellement très abondants en conditions normales. 

 La Superoxyde Dismutase (SOD) : L a io  supe o de est capable de dismutation 
spontanée. Cependant la cinétique de cette réaction chimique étant du deuxième ordre, 
le processus ne permet pas de descendre à des concentrations suffisamment basses de 
O2

●-(la vitesse de réaction diminue au fur et à mesure que la concentration en O2
●-  

diminue).  
La superoxyde dismutase est une métalloenzyme (il en existe plusieurs type, les plus 
communes étant à Fe, Mn ou V) capable de catalyser cette réaction avec une haute 
effi a it . Sa o e t atio  da s les ellule est gale e t le e, jus u à  µM chez 
E.coli (Imlay 2008) et permet de maintenir la concentration de O2

●-  à environ 0,1 nM dans 
les cellules (Imlay et Fridovich 1991) soit environ (on retrouve ainsi environ 10000 fois 
plus de SOD que de son substrat dans les cellules de E.coli). Pourtant même ce très faible 
taux de O2

●- suffit à inactiver les enzymes possédant des cluster FeS labiles (demi-vie : 30 
minutes) et une diminution de la quantité de SOD intracellulaire affecte drastiquement la 
survie cellulaire (Gort et Imlay 1998). 
Il semblerait que les microorganismes anaérobies stricts ne possèdent pas de superoxyde 
dismutase , cette particularité impliquerait leur incapacité à survivre en milieu aérobique. 
Cependant elles possèdent des Superoxyde Réductases (ou SOR), moins efficace que les 
SOD qui leur permettent pa  e e ple de su i e lo s ue de l eau o te a t de l O2 
dissout pénètre ponctuellement les habitats anaérobies (Jenney et al. 1999, Imlay 2008). 
Les cyanobactéries possèdent des superoxyde dismutases. Par ailleurs, il faut ote  u un 
CyAbrB (AbrB1) régule la SOD de la cyanobactérie Nostoc sp. PCC7120 (Agervald et al. 
2010). 
 

 Les peroxidases et les catalases : Ces deu  e z es atal se t la o so atio  d H2O2: 
Les peroxidases catalysent la réaction :                 
Les catalases :                       
Les peroxidases/peroxirédoxines sont oxydées par une de leur cystéine, qui va ensuite 
former un pont disulfure avec d autres résidus cystéines et finalement une flavoprotéine 
au NADH a pe ett e de g e  l e z e. Ces e z es pe ette t de ai te i  la 
concentration de H2O2 intracellulaire aux environs de 20 nM, cependant lorsque la 
concentration de H2O2 est trop importante (dépasse 0,1 µM), ces enzymes qui 
o so e t eau oup de NADH satu e t, et la atalase s i duit fo te e t pou  de e i  

la principale enzyme de collecte du H2O2 (qui ne nécessite pas de NADH). Ces deux 
s st es de olle te de l H2O2 permettent de maintenir sa concentration intracellulaire 
au oi s  fois plus as u à l e t ieu . 

 
Il e iste ie  ide e t d aut es s st es de sista e et de pa atio  des dommages liés au 

stress oxydant. Les mécanismes autour du glutathion en particulier nous intéressent. 
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4- Le Glutathion GSH 
4-1- Qu est- e ue est ?  

Le glutathio  est u  t ipeptide γ-L-glutamyl-L-cysteinyl-L-glycine) ou  GSH, considéré comme un 
tampon redox. 

Il o stitue l esp e hi i ue poss da t u  sidu thiol la plus a o da te des ellules qui en 
possèdent (entre 0,1 et 10mM). La d to ifi atio  des ‘OS e t aî e l o datio  du GSH e  di e GSSG 
(liaison disulfure). Le stress oxydant que subit la cellule détermine ainsi le degré d o datio  du pool de 
glutathion intracellulaire.  

Le glutathion joue un rôle central dans le contrôle redox des thiols de protéines et des ponts 
disulfures, dans la protection contre des métaboliques toxiques comme le méthylglyoxal ou le 
formaldéhyde, contre des espèces électrophiles ou xénobiotiques, antibiotiques et les stress 
osmotique et bien sûr oxydant (Pour revue voir Narainsamy et al. 2013, Masip et al. 2006). Son rôle vis-
à-vis de l ho ostasie du fe  hez les a o a t ies o ga is es requérant près de 10 fois plus de fer 
ue les aut es a t ies afi  d asse le  les photos st es  est gale e t u e uestio  dis ut e 

(Houot et al. 2007, Cameron et Pakrasi 2010, Shcolnick et al. 2009) 
 

4-2- Voie de biosynthèse du glutathion 
La synthèse du glutathion est assurée par deux 

enzymes à ATP : la γ-glutamyl-cystéine synthétase 
GshA  ui atal se l additio  d a ide gluta i ue su  la 
st i e pou  fo e  l esp e γ-glutamyl-cystéine (il 
e s agit pas d u e liaiso  peptidi ue , et la glutathion 

synthétase GshB  ui ajoute la gl i e au γ-glutamyl-
cystéine pour former le GSH (Masip et al. 2006, Fig 
115). 

gshA est un gène essentiel à la survie cellulaire, 
et seul un mutant partiellement déplété a pu être 
obtenu chez Synechocystis sp. PCC6803 (Cameron et 
Pakrasi 2010, résultats non publiés du laboratoire). A 
l i e se u  uta t totale e t s g g  de gshB a pu 
être obtenu chez quelques cyanobactéries. Le mutant 
ΔgshB est incapable de synthétiser du GSH,  accumule 
l esp e γ-glutamyl-cystéine, il pousse lentement et se 
montre sensible à plusieurs stress (notamment H2O2, 
méthylviologène (oxydant), lumière + glucose et antibiotiques, voir Narainsamy et al. 2013 pour revue). 

Le glutathion peut- t e ata olis  pa  l e z e γ-glutamyl transpeptidase (Ggt) qui permet de 
régénérer du glutamate (voir Fig 115).  

Le glutathio  s o de e  GSSG au o ta t des ‘OS, et chez de nombreuses cyanobactéries la 
glutathion réductase (Gor) catalyse la réduction du GSSG en GSH par la consommation de NADPH. Les 
deu  s st es GSH/GSSG et NAD P H/NAD P  so t i apa les d i te -réagir à une vitesse significative, 
entrainant ainsi que les potentiels redox de ces deux couples peuvent être maintenus 
ind pe da e t l u  de l aut e e  fo tio  des esoi s ellulai es Masip et al. 2006). Le ratio 
GSH/GSSG chez E.coli atteint en conditions standards environ 200 (Masip et al. 2006) et peut même 
être encore supérieur chez les plantes (Zaffagnini et al. 2012). A noter que Synechocystis sp. PCC6803 
fait partie des quelques cyanobactéries unicellulaires à ne pas posséder de Gor (Marteyn et al. 2009, 
Narainsamy et al. 2013). 

 

Figure 115 
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4-3- Mai tie  de l ho ostasie des thiols de p ot i es pa  le glutathio  et le s st e glutarédoxines. 
Les ROS peuvent générer 3 types de ponts disulfures en fonction 

des groupes cysteinyl qui interagissent : GS-SG correspond à 
l o datio  du glutathio , p ot i e-S-S-protéine correspond à la 
fo atio  d u  po t disulfu e i te -moléculaire et protéine-S-SG 
o espo d à e u o  appelle la glutathionylation des protéines. 
Plusieu s tudes p ot o i ues o t o t  u u  g a d o e de 
protéines de plantes et mammifères étaient capables de subir une 
glutathio latio  sous l effet d u  st ess o dant artificiel (Dalle-
Donne et al. 2009, Zaffagnini et al. 2012, données non publiées du 
laboratoire). Chez les cyanobactéries, ces protéines sont impliquées, 
entre autres, dans la photosynthèse, la réponse au stress oxydant, le 
repliement des protéines, la ios th se d a ides a i s, le 
métabolisme des lipides, le métabolisme du carbone, la traduction, le 

ta olis e de l ATP (Naraimsamy et al. 2013). 
 
 
 

Le processus de glutathionylation peut 
protéger les cystéines des protéines des dommages 
irréversibles u au ait e t ai s l o idatio  par les 
ROS. Dès lors que les cellules se sont soustraites à 
l e i o e e t st essa t, les gluta do i es G s  
catalysent la réduction du pont disulfure entre le 
glutathion et la protéine afin que la protéine 
retrouve son état réduit originel (Zaffagnini et al. 

. Ce p o d  s appelle la déglutathionylation. 
Les thiorédoxines (Trxs) sont des protéines 

capables de réduire les ponts disulfures intra-
protéines (pour revue voir Naraimsamy et al. 2013) 
tandis que les Grxs, qui partagent une structure 
tridimensionnelle similaire aux Trxs, sont plutôt 
susceptibles de catalyser la réduction des ponts 
mixes protéine-S-SG.  

Chez les plantes, on trouve un grand nombre 
de Grxs et Trxs (respectivement 31 et 19 chez 
A.thaliana, Michelet et al. , e da t l tude de 
leur spécificité et particularités particulièrement 
difficile. Par contre, chez les cyanobactéries on 
trouve moins de gènes de trx et grx (respectivement 
4 et 3 chez Synechocystis par exemple, voir 
Naraimsamy et al. 2013 pour les autres 
cyanobactéries). 

  

Figure 116 

Figure 117 
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4-4- Glutathionylation : une modification post-t adu tio elle ui affe te l a ti it  des protéines 

Il a été remarqué que le processus de glutathionylation/déglutathionylation peut entrainer une 
odulatio  pa  gulatio  edo  de l a ti it  e z ati ue des p ot i es i les a ti atio , 

désactivation, variation) (Dalle-Donne et al. 2009). Outre les enzymes Grx et Trx dont la 
glutathionylation est au centre de leur mécanisme réactionnel, plusieurs enzymes peuvent voir leur 
activité modulée par cette modification post-traductionnelle. Concernant les régulateurs 
transcriptionnels, peu de choses sont connues quant aux effets possibles de cette modification sur leur 
activité, parmi les quelques rares identifiés, OxyR et Stat-3 : 

 Chez E.coli, le régulateur OxyR, régulateur de la réponse au stress oxydant subit plusieurs 
modifications post-traductionnelles, parmi lesquelles la glutathionylation. Ces 
modifications de la cystéine sont un processus par lequel le régulateur OxyR « sent » 
l tat do  au uel est sou is la ellule. Lorsque la protéine est modifiée, cela entraîne 
un changement de la ou u e de l ADN e  amont des gènes où il est fixé, qui se traduit 
par une réponse transcriptionnelle modulée (Kim et al. 2001, Fig 118) 

 
 Chez les cellules du foie humain, le régulateur clé de la croissance cellulaire STAT-3 (Signal 

Transducer and Activator of Transcription 3) a été vu subir une S-glutathionylation. Cette 
modification affecte in vitro so  affi it  pou  l ADN et sa apa it  à t e su st at d u e 
tyrosine kinase (Xie et al. 2009). Ces résultats montrent selon les auteurs que la S-
glutathionylation de STAT-3 est une modification qui pourrait exercer une fonction 
régulatoire dans les cellules. 

Figure 118 
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4-5- AbrB2 existe sous au moins deux forme in vivo 

Le caractère modifié post-traductionnellement des CyAbrBs AbrB1 et AbrB2 a été évoqué à 
plusieurs reprises dans la littérature et dans cette thèse (Ishii et Hihara 2008, Shalev-Malul et al. 2008, 
Liemann-Hurwitz et al. 2009, Oliveira et Lindblad 2009, Yamauchi et al. . Ces odifi atio s o t 
que très rarement pu être identifiées avec certitude, seul AbrB1 de A.ovalisporum a été vu acétylé et 
méthylé (Shalev-Malul et al. 2008). 

 
Concernant AbrB2 chez Synechocystis sp. PCC6803, les travaux de Liemann-Hurwitz et al. 2009, 

déjà évoqués plus tôt dans cette thèse, o t o t  ue l i te a tio  d A B  a e  le p o oteu  du 
gène sbtA in vivo tait d pe da te, o  pas de la ua tit  d A B  da s la ellule, ais des conditions 
de culture (la protéine interagit avec le promoteur uniquement en forte concentration de carbone 
inorganique). Ce résultat montre que AbrB2 subit très probablement une modification post-
traductionnelle ui affe te so  affi it  à l ADN. 

 
De plus, en 1999, Sazuka et al. ont réalisé une étude protéomique à grande échelle qui a permis 

d ide tifie  p s de  p ot i es diff e tes de Synechocystis. Parmi les protéines détectées, ils ont 
repéré Sll0822 sous au moins deux formes différentes (voir Fig.119) 

 
 

  

Figure 119 
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ARTICLE II  
La gulatio  e e e pa  le p esseu  de l op o  hox AbrB2 est 
dépendante de son unique cystéine qui est modifiée post-
traductionnellement.  

 
 
 

 

1- Introduction & résumé du manuscrit de l a ti le Dutheil & Sakr et al.  
1-1- Préliminaire 

 
Le premier article, dont je suis co-premier auteur, a pe is d ide tifie  u  ou eau gulateu  

t a s iptio el de l h d og ase bidirectionnelle de Synechocystis : le répresseur AbrB2 (Dutheil et al. 
2012). Dans un deuxième temps de ma thèse, je me suis intéressé aux modifications post-
traductionnelles de ce régulateur et à leurs effets su  l expression de son régulon, et notamment sur 
hox. 

AbrB1 et AbrB2 possèdent une cystéine conservée dans toute la famille des CyAbrBs. Comme 
ous l a o s u da s le chapitre précédent, les cystéines sont des cibles privilégiées de modifications 
edo , et j ai do  a al s  a e  le post-doctorant Samer Sakr le ôle de la st i e d A B  da s ses 

activités de régulation. 
 
Ensemble, les résultats mettent en avant le rôle de « senseur » du stress oxydant, médié par leur 

cystéine, que tiennent les régulateurs CyAbrBs chez les cyanobactéries. 
 
Ces d ou e tes pe ette t fi ale e t d appo te  u e ou elle di e sio  et une meilleure 

compréhension du seau de gulatio  de l h d og ase idi e tionnelle de Synechocystis. 
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1-2- I t odu tio  & su  de l a ti le Sakr et Dutheil et al.  
 

  
Comme cela a été évoqué dans les précédents chapitres, des modifications post-traductionnelles 

des CyAbrBs doivent exister. La sensibilité naturelle des cystéines au stress oxydant et leur importance 
dans la structure et l a ti it  des protéines en font souvent des résidus cibles de modifications post-
traductionnelles.  

De plus, chez les bactéries comme B.subtilis, la cystéine des protéines « AbrB-like » est impliquée 
dans la multimérisation du régulateur afin de permettre son bon fonctionnement. Aucune étude sur le 
rôle de cette cystéine chez les régulateurs du petit groupe des CyAbrBs, structurellement et 
fonctionnellement différent des protéines « AbrB-like » (voir chapitres 4 et 5) a t  pu li e. 

Ainsi, ous ous so es atu elle e t o ie t s e s l tude du rôle de ce résidu particulier.  
 
Dans un p e ie  te ps, u  all le d abrB2 dont la cystéine 34 a été mutée en sérine (SH devenant 

alors OH), a été construit et introduit dans le plasmide de surexpression thermocontrôlée pFC1 (la 
construction du plas ide su e p i a t l all le sau age a t  décrite dans l article Dutheil et al. 2012).  

A 30°C, les souches portant soit le pFC1, pFC1abrB2 ou pFC1abrB2C34S se divisent à la même 
vitesse te ps de g atio  d e i o  h . Pa  o t e, lo s ue les ellules so t t a sf es à °C, la 
sou he po ta t le pFC a B  s a te de oît e au out de deu  jou s ta dis ue la sou he po ta t 
pFC1abrB2C34S continue à croître comme une souche sauvage Fig X de l a ti le . 

A 39°C on o se e u e aug e tatio  de la ua tit  d A‘N abrB2 (x30, mesuré par qRT-PCR) et 
de la quantité de protéine AbrB2, de plusieurs ordres de grandeur, révélée par un anticorps 
spécialement dirigé o t e A B  p oduit à pa ti  d A B  e o i a te pu ifi e au la o atoi e . Pa  
contre, dans la souche pFC1abrB2C34S o  o se e u e aug e tatio  de la ua tit  d A‘N abrB2 (x40), 
mais une augmentation faible de la quantité de protéine AbrB2C34S (environ x5, voir FigX article). Pour 
comprendre ce phénotype nous avons effectué divers contrôles :  

Après expression et purification de la protéine recombinante His6-AbrB2C34S chez E.coli, nous 
avons pu montrer par des expériences de dichroïsme circulaire et de retard sur gel que les deux allèles 
d A B  taie t epli es/st u tu es de a i e se la le da s les o ditio s de ot e e p ie e 
(à30°C comme à 39°C), et u elles e o aissaie t l ADN a e  u e affinité similaire in vitro (Fig X 
article). Par ailleurs, u e esu e de la ua tit  d A‘N des g es hox par RT-PCR quantitative dans les 
souches pFC1abrB2 et pFC1abrB2C34S montre que, bien que les niveaux de protéine AbrB2 et AbrB2C34S 

a u ul es soit diff e tes, les deu  all les o t u  effet su  l e p essio  de l op o  hox. Ainsi on peut 
déduire que la protéine AbrB2 peut a priori fonctionner sans sa cystéine, mais que celle-ci intervient 
dans la stabilité de la protéine à 39°C. 

 
Nous proposons en conclusion de cette première partie du manuscrit ue la st i e d abrB2 a 

un rôle important dans l appa itio  de e ph ot pe l tal, pa e u elle e p he l a u ulatio  de la 
protéine à 39°C (instabilité ?) et éventuellement pa e u elle affe te ait aussi la façon dont sont 
régulés les gènes cibles, responsables de la létalité. Cependant la stratégie de surexpression à 39°C ne 
permet pas de confirmer le deuxième point. 

Afin de mieux caractériser le rôle de cette cystéine, et pou  s aff a hi  de es p o l es 
d e p essio s diff e tes à °C, ous a o s réintroduit dans la souche ΔabrB2 soit l all le abrB2 

NB : Le manuscrit suivant est la version soumise au International Journal of Hydrogen Energy.  
Les résultats que nous avons produit au laboratoire nous ont conduit à intituler cet article : 

The activity of the Synechocystis PCC6803 AbrB2 regulator of hydrogen production can be post-

translationally controlled through glutathionylation 
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sauvage, soit l all le abrB2C34S. Cette stratégie de complémentation permet des expressions similaires 
des 2 allèles, à la fois pour la quantité de transcrits et de protéines (FigX article), l a al se o pa ati e 
des phénotypes des deux souches est donc possible. Ainsi, la sou he o pl e t e a e  l all le ut  
montre systématiquement des phénotypes intermédiaires entre la sou he ΔabrB2 et la souche 
o pl e t e a e  l all le o  ut  : ue e soit au i eau de l effet p esseu  su  les g es hox, 
l effet su  l a ti it  h d og ase ou l effet su  la tol a e au st ess o da t oi  figX article) : la 
mutation de la cyst i e affe te gati e e t l a ti it  du gulateu . Cet effet a pu de plus être 
g alis  au i eau t a s iptio el su  l e se le du gulo  d A B  pa  u e tude 
transcriptomique qui montre que, en moyenne, les 350 gènes sous le contrôle direct ou indirect 
d A B  so t oi s affe t s pa  la i t odu tio  de l all le ut  ue pa  l all le sau age oi  figX 
article) : l all le sau age i t oduit pe et de et ou e  le e i eau d A‘N ue da s la sou he 
sau age i itiale pou  l e se le du gulo  ta dis ue l all le e up e u e i o  la oiti  de 
ette ua tit  oi  figX th se , t aduisa t l i po ta e de ette st i e da s l a ti it  de gulatio  
d A B . 

 
Les cystéines étant les cibles de modifications post-traductionnelles dues aux ROS, nous avons 

testé avec Samer Sakr si la st i e  d A B  tait sujette à u e odifi atio  edo . Nous avons ainsi 
montré que les protéines AbrB2 et AbrB1, purifiées chez E.coli pouvaient être glutathionylées in vitro 
et que cette modification post-traductionnelle affecte la capacité de la protéine AbrB2 à se fixer à 
l ADN (figX article ) : dans les conditions standard, AbrB2 et AbrB2C34S ont la même affinité pour la 
sonde JD4 (promoteur de hox Dutheil et al. , oi  FigX a ti le  ta dis u un lot de protéine AbrB2 
glutathionylée à environ 80% (vérifié par spectrométrie de masse) fait migrer 35% de la sonde JD4, là 
où la protéine AbrB2C34S traitée de la même manière, mais non modifiée, en fait migrer 73% (FigX 
article).  

 
Nous avons également pu valider in vitro et in vivo l e iste e de t t a es d A B , d te t s 

par western blot sur la protéine purifiée His6AbrB2 (in vitro) et sur des extraits protéiques de la souche 
portant pFC1abrB2 induite 24H à 39°C (FigSupX article). Ces tétramères disparaissant après traitement 
au DTT des échantillons (figX thèse). 

 
Ensemble, ces résultats indiquent que la cystéine des CyAbrBs est un résidu par lequel le 

régulateur peut « sentir » le stress oxydant auquel est soumis la cellule, et que les modifications post-
traductionnelles encourues à cet endroit affectent la multimérisation et la façon dont les gènes cibles 
sont régulés. Nous proposons en fin de notre étude un modèle sur la façon dont le régulateur AbrB2 
sent le stress oxydant et module l e p essio  des g es hox (Fig.120 thèse). 

 



Page  | 188  

  



Page  | 189  

 



Page  | 190  

  



Page  | 191  

  



Page  | 192  

  



Page  | 193  

  



Page  | 194  

  



Page  | 195  

  



Page  | 196  

  



Page  | 197  

  



Page  | 198  

  



Page  | 199  

  



Page  | 200  

  



Page  | 201  

  



Page  | 202  

  



Page  | 203  

  



Page  | 204  

  



Page  | 205  

  



Page  | 206  



Page  | 207  

  



Page  | 208  

  



Page  | 209  

  



Page  | 210  

  



Page  | 211  

  



Page  | 212  

  



Page  | 213  

  



Page  | 214  

  



Page  | 215  

  



Page  | 216  

Supplemental Table 1 Characteristics of the plasmids used in the present study 
 
Plasmids   Relevant features                                                                                  Reference 
    
Targeted deletion of the abrB2 gene in Synechocystis 
 
pGEMT AT overhang Ampr cloning vector Promega 
pUC4K Source of the Kmr marker gene Pharmacia 
pKNOCK Gm Source of the Gmr marker gene [31]  
psll0822 pGEMT with the Synechocystis sll0822 flanking sequences, where the  
 sll0822 coding sequence (CS, from 7 bp to 384 bp) was replaced by a SmaI site [6]  
psll0822::Kmr psll0822 with the Kmr marker inserted into the unique SmaI site [6]  
psll0822 pGEMT with the Synechocystis sll0822 CS, harbouring an HpaI site  
 downstream of the sll0822 stop codon, and flanking regions This study 
psll0822-Gmr psll0822 with the Gmr marker inserted into the unique HpaI site This study 
psll0822C43S-Gmr psll0822-Gmr harbouring the cysteine to serine mutation at position 34 This study 
 
High- level expression of abrB2 in Synechocystis 
 
pFC1 Replicating plasmid for heat-inducible gene expression in Synechocystis [5]  
pFC1-abrB2 pFC1 with sll0822 CS cloned between the NdeI-BspEI restriction sites This study 
pFC1-abrB2C34S pFC1 with sll0822C34S mutant CS cloned between the NdeI-BspEI sites This study 
 
Production of AbrB2 and AbrB2C34S in E. coli 
 
pET14b Ampr E.coli plasmid for the production of 6His-tagged proteins Novagen 
pET14b-abrB2 pET14b with sll0822 CS cloned between the NdeI- BamHI sites [6]  
pETA4babrB2C34S pET14b with sll0822C34S CS cloned between the NdeI-BamHI sites This study 
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Supplemental Table 2: Sequence of the PCR primers used in this study 

Gene inactivation of sll0822  
sll0822_M-Fw GCCTGGGCCAATTGATATCC 
sll0822_M-Rv  GCTGCCATCCTGTTGCCATT 
sll0822_R4  GGGCTTGGTTGCGTTCCCGGGAGCCATTCAAGTTTTC  SmaI 
sll0822_A4  AGGTGGGGGCTTGGCTCCCGGGAACGTAAGGCTAATT  SmaI 
KmHinCFW  GGCGCTGAGGTCGACCTCGTGAAGAAG  HincII  
KmHinCRV  ACCTGCAGGGGGTCGACGGAAAGCCAC  HincII  
 
Introduction of sll082-Gmr or sll0822C34S-Gmr  in Δsll0822  
sll0822_mutCys_Fw GAAGTTACATAACCGgAGATTTTAGCTTTCT 
sll0822_mutCys_Rv AGAAAGCTAAAATCTcCGGTTATGTAACTTC 
sll0822_UP_ApaI_Rv AGATAGGGCCCAGGGATATTCT ApaI 
sll0822_DW_SpeI_Fw GTTGTATTTTGCAAACTAGTTC SpeI 
sll0822_HpaI_Fw TTAGTCCCAGCAAATTAGttaaCCTTACTCTTCTTCGTCGTCA HpaI 
sll0822_HpaI_Rv TGACGACGAAGAAGAGTAAGGttaaCTAATTTGCTGGGACTAA HpaI 
GmR pKNOCK Fw TGACATAAGCCTGTTCGG 
GmR pKNOCK Rv CGAATTGTTAGGTGGCGG 
 
Cloning of sll0822 and sll0822C34S coding sequences at NdeI-EcoRI sites of pFC1 for heat inducible 
overexpression of AbrB2 or AbrB2C34S 
sll0822_NdeI_Fw:  GAATTCCATATGGCTAAATCAAACGCAACC NdeI 
sll0822_BspEI_Rv:  TTTTTTTCCGGATTACTCTTCTTCGTCGTCAGCCC BspEI 
sll0822_mutCys_Fw GAAGTTACATAACCGgAGATTTTAGCTTTCT 
sll0822_mutCys_Rv AGAAAGCTAAAATCTcCGGTTATGTAACTTC 
 
Cloning into pET14b for over-expression and purification of 6His-Sll0822 and 6His-Sll0822C34S from E.coli 
sll0822_NdeI_Fw GAATTCCATATGGCTAAATCAAACGCAACC NdeI 
sll0822-BamHI-Rv :  CGGGATCCTTACTCTTCTTCGTCGTCAGCCC BamHI 
sll0822_mutCys_Fw GAAGTTACATAACCGgAGATTTTAGCTTTCT 
sll0822_mutCys_Rv AGAAAGCTAAAATCTcCGGTTATGTAACTTC 
 
qPCR 
HoxE Left  GCCCATCCTAGTGGAGACAA 
HoxE Right  GGTAAAAAGTCGCCACTCCA 
HoxF Left  TGAAATGACCCCAGAGGAAG 
HoxF Right  ATACCTTCGAGGATGCGATG 
Hox sll1222 Left  TGCTATGGCTATCCCCTCTG 
Hox sll1222 Right  AGCTCCCTTGGTTTTCCATT 
HoxU Left  GTTTGTGCATGGTGGAAGTG 
HoxU Right  ATTCACAGTTGCCGTTAGCC 
HoxY Left  CTCAAGGAATACCCGGACAA 
HoxY Right  AGAACCGGATCGCTACCTTT 
Hox ssl2420 Left  CCCCAGAGGAGCAAAAGTTA 
Hox ssl2420 Right  TCTTGGGTTCTTTCCTCACG 
Hox sll1225 Left  TGTCCGACTTCTTGTTGGGTA 
Hox sll1225 Right  AGCAATTTGGGCTTGAGTGT 
HoxH Left  CTGCGCCGTTTAATGAATTT 
HoxH Right  CACTGACCAAGCAGAGTGGA 
RnpB Left  GTGAGGACAGTGCCACAGAA 
RnpB Right  GGCAGGAAAAAGACCAACCT 
 
Hox promoter fragments for EMSA 
Hox_gelshift Fw1  CGATATTAATTTAGTTACGAAATATTAACAAAATCTAGTGC 
Hox_gelshift Rv6  GTCATGGAAAAATCCTCAAAAAGGAGC 
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Supplemental figure 1 

Construction of the abrB2C34S-Gmr and abrB2-Gmr DNA cassettes. The Synechocystis genes abrB2 

(sll0822 in CyanoBase http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase), slr0846 and sll0823 are represented by 

boxes (abrB2: dark grey; slr0846: light grey; and sll0823: hatched), which point in the direction of their 

transcription. The PCR1 and PCR2 DNA segments were amplified by PCR with the following primers 

(supplementary Table 2): sll0822_UP_ApaI_Rv (yellow triangle) and sll0822_mutcys_Fw (leftward-

pointing red triangle), and sll0822_mutcys_Rv (rightward-pointing red triangle) and sll0822_HpaI_Fw 

(leftward-pointing red triangle), respectively. The PCR3 DNA segment was assembled using the PCR1 

and PCR2 DNA templates and the sll0822_UP_ApaI_Rv and sll0822_HpaI_Fw primers. The PCR4 

DNA was amplified from Synechocystis DNA using the primers sll0822_HpaI_Rv (rightward-pointing 

green triangle) and sll0822_DW_SpeI_Fw (blue triangle). The PCR5 DNA segment was assembled 

using the PCR3 and PCR4 DNA templates and the primers sll0822_UP_ApaI_Rv and 

sll0822_DW_SpeI_Fw. The PCR5 DNA was subsequently digested with ApaI and SpeI and cloned into 

the pGEM-T plasmid opened with the same enzymes. The resulting plasmid was opened with HpaI to 

introduce the gentamycin resistance cassette (from pKNOCKGm) for selection. For the construction of 

the abrB2-Gmr DNA cassette (not shown for the sake of brevity), a WT version of the PCR3 DNA 

segment was generated by PCR amplification of Synechocystis DNA with the primers 

sll0822_UP_ApaI_Rv and sll0822_HpaI_Fw. After mixing with PCR4 DNA a WT version of PCR5 

was obtained upon amplification with the primers sll0822_UP_ApaI_Rv and sll0822_DW_SpeI_Fw, 

and subsequently fused to the Gmr marker as described above. The sll0822-Gmr and sll0822C34S-Gmr 

DNA cassettes were verified by PCR and nucleotide sequencing  (BigDye kit; ABI, Perkin-Elmer).  

 

 
  

http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase
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Supplemental figure 2 

A. Amino-acids sequence of AbrB2 showing its unique cysteine residue, as well as the alpha helix and 

beta sheets. 

B. Circular dichroism spectra of the recombinant His6-AbrB2 and His6-AbrB2C34S proteins purified 

from E. coli at 30°C and 40°C. Ellipticity was normalized to protein concentration. These experiments 

were carried out at least twice. 
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Supplemental figure 3 

Kinetics of glutathionylation of the 6xHis-AbrB2 protein monitored by MALDI-TOF mass 

spectrometry. Green arrows show the peak for 6xHis-AbrB2, blue arrows for glutathionylated His6-

AbrB2. Glutathionylation reaches about 80% after 2 h of 5 mM GSSG treatment. Last graph shows 

reversibility of glutathionylation by treatment with DTT. 
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Supplemental figure 4 

A. The growth of the three strains WT, WT/pFC1-abrB2 and WT/pFC1-abrB2C34S cells at either 30°C 

and 39°C are indicated with black diamonds (WT), grey circles (WT/pFC1-abrB2) and open triangles 

(WT/pFC1-abrB2C34S), respectively. These experiments were repeated three times and yielded statistical 

deviations too small to be represented. 

B. Typical absorption spectra of an equal number (OD750=0.1) of the cells WT (full line), WT/pFC1-

abrB2 (large dotted line) and WT/pFC1-abrB2C34S (thin dotted line), which were incubated 192 hours at 

39°C prior to analysis. The spectra (normalized to light scattering at 800 nm) were monitored at least 

three times.  

C. Histograms showing the ratio of the abrB2 transcripts in WT/pFC1-abrB2 and WT/pFC1-abrB2C34S 

cells over WT/pFC1 cells propagating the empty pFC1 plasmid. The strains were all incubated for 24 h 

at 39°C prior to qRT-PCR analyses. These experiments were performed three times. 
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1-3- Conclusion 
 
Ces t a au  o t pe is u e eilleu e a a t isatio  du fo tio e e t d AbrB2. Cet auto-

régulateur est susceptible de ressentir le stress oxydant par son unique cystéine et d  subir des 
modifications post-traductionnelles qui assurent le bon contrôle de l e se le du gulo  d A B . 

Cette ou elle di e sio  de la gulatio  de l e p essio  de l h d og ase idi e tio elle 
médiée par un contrôle post-traductionnel sur son répresseur AbrB2 peut être modélisée comme 
illustré par la figure 121 : 

 
 Dans les conditions normales AbrB2 e e e u e p essio  totale su  l op o  hox, la 

fo atio  de t t a es ui e fo e t les st u tu es t idi e sio elles de l ADN 
pouvant être en partie responsable (Fig121.A). 
 

 L a se e d A B  l e la p essio  su  hox su  da s la sou he ΔabrB2 (Fig121.C). 
 

 
 Lo s ue la st i e  d A B  est ut e l e p essio  de hox est intermédiaire entre un 

ph ot pe sau age et u  ph ot pe ΔabrB2. L affi it  pou  l ADN est si ilai e (le site de 
e o aissa e pou a t a oi s t e l g e e t diff e t , ais l i possi ilit  de 

former des tétramères et de ressentir le stress oxydant par la sérine qui remplace la 
st i e, affe te la a i e do t la p essio  s effe tue, elle est moitié inférieure sur 

l e se le du g o e Fig 5) et perd de sa flexibilité par insensibilité au redox 
(Fig121.B). 
 

 Lorsque les cellules de Synechocystis sont soumises à un stress oxydant, elles encourent 
une glutathionylation de leur cystéine, cette modification affecte négativement leur 
apa it  à i te agi  a e  l ADN, le a t la p essio  su  hox (Fig121.D). 

 
 

 Dans les conditions réelles (Fig121.E), AbrB2 doit pouvoir subir différentes modifications 
qui affectent son fonctionnement, la glutathionylation n ta t u u e de es possi ilit s 
do t la o s ue e est u e affi it  pou  l ADN i hi e. La gulatio  de l h d og ase 
est aussi soumises aux deux autres régulateurs transcriptionnels AbrB1 et LexA, les deux 
ta t aussi sus epti les d e ou i  des odification post-traductionnelles (Oliveira et 

Lindblad 2011, Shalev-Malul et al. 2008), Samer Sakr a notamment prouvé le caractère 
glutathionylable d A B  par sa cystéine. Sato et al. 2007 et Yamauchi et al. 2011 ont 
gale e t p ou  u A B  et A B  pou aie t i te agi , l e iste e iologi ue de et 

hétéromultimère pourrait se faire par la cystéine ou par interaction électrostatique des 
domaines AbrBs, cependant, peu est connu quant au possible rôle de ce complexe. 
 

La t a s iptio  de l h d og ase idi e tio elle est la sulta te des effets de es  gulateu s 
(les seuls connus à ce jour) mais aussi des modifications post-t adu tio elles u ils e ou e t lo s ue 
les conditions environnementales varient. 
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2- Résultats supplémentaires 
2-1- L u i ue st i e d A B  est i po ta te pou  l e p essio  de l e se le de so  gulo . 

Les gènes do t l e p essio  variait dans le transcriptome Δa B  par rapport à la souche sauvage 
varient de manière inverse dans les transcriptome abrB2/abrB2C34S i t oduit da s ΔabrB2 par 
appo t à ΔabrB2. Les images suivantes montrent les cartes du métabolisme central et de quelques 
plas ides où l i e sio  des pressions et inductions est flagrante, particulièrement concernant 
l expression des gènes hox (hydrogénase bidirectionnelle, en haut à gauche de la carte du métabolisme 
central (Fig 122 et 123), ce qui confirme les résultats obtenus par qRT-PCR,  et quelques transporteurs 
de métaux (autour de la même carte).  
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Les deux cartes suivantes montrent également les effets symétriques sur les deux plasmides 

pSYSX et pSYSM. 
  

Figure 123 
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Figure 124 
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D u e a i e plus g ale, est l e se le du gulo  d abrB2 qui est dérégulé de manière 
symétrique. 

Les graphiques suivants illustrent ce phénomène. En abscisse sont indiqués les changements de 
ua tit  d A‘Ns lo s de la o pa aiso  de t a s ipto es e t e ΔabrB2 et la souche sauvage (les 

abs isses positi es i di ue t les g es p i s pa  A B /i duits pa  l a se e d abrB2). Et en 
ordonnée sont indiqués les ha ge e ts de ua tit  d A‘N des es g es lo s de la o pa aiso  
des transcriptomes souches i t oduites a e  les all les sau age ou ut  d abrB2 par rapport au 
i eau ΔabrB2, des aleu s gati es i di ue t do  u e di i utio  de la ua tit  d A‘N o s uti e 

à la i t odu tio  de l all le.  
Une pente de -1 indiquerait une récupération parfaite du phénotype sauvage. La pente de -1,1 

pou  la i t odu tio  d abrB2, mesurée dans les 2 graphiques (Fig 126 et 127), montre donc que 
l e se le des g es ui a iaie t da s ΔabrB2 étaient donc bien dus, directement ou indirectement, 
à l a se e d A B  da s la ellule et pas à l a u ulatio  i e si le d u  supp esseu .  

   

Figure 125 
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Ces deux graphiques montrent aussi ue la i t odu tio  de l all le ut  abrB2C34S ne 
o pl e te la sou he Δa B  e s le ph ot pe sau age u à 55%. En effet, sur les 529 gènes 

significatifs analysés (0,4849/1,1019 = 44,0% voir Fig 126), et dans le cas des seuls 329 gènes réprimés 
pa  A B  est % oi s efficace (0,4549/1,1398 = 39,8% voir Fig 127).  

Considérant que la quantité des deux protéines AbrB2 et AbrB2C34S est similaire dans les deux 
sou hes, oi e l g e e t sup ieu e pou  l all le C S ua tit  d A‘N abrB2C34S doublée et de 
protéine visiblement un peu supérieure, voir FigX article), on conclut que cet effet sur le régulon est 
ie  dû à l a se e de st i e 34 qui a été remplacé par une sérine. La présence de ce résidu 

conservé est donc importante pour une fonction régulatrice optimale. Les capacités à 
t t a ise / ulti ise , s o de  et sentir les conditions environnementales qui disparaissent par la 
mutation C34S, sont probablement la ause de e d sfo tio e e t su  l e se le du gulo . 

  

Figure 126 



Page  | 234  

2-2- Les ARN non-codant en amont et aval de l op o  hox sont sensibles à AbrB2 
Lors de la comparaison du t a s ipto e de la sou he uta te ΔabrB2 à celui de la souche 

sauvage (Leplat et al. , il a ait pas t  o se  de diff e e t s sig ifi ati e da s la ua tit  
des 3 ARNs non codants identifiés autour du cluster hox. Les 2 ARNs non-codants en amont de hoxE (le 
petit et le long) étaient induits d u  facteurs 1,78 et 2,00 respectivement, et celui en aval de hoxH ne 
bougeait pas. 

Dans les souches abrB2-Gm
r et abrB2C34S-Gm

r, nous avons cependant observé des répressions 
signifi ati es pa  appo t à la sou he ΔabrB2 de référence pour cette expérience : le grand ARN en aval 
de hoxH est ai si p i  d u  fa teu  -2,96 et -3,11 dans les deux souches (respectivement). Cet ARN 
était notamment connu pour être fortement induit en conditions de forte lumière ou en déficience de 
carbone (Mitschke et al. 2011). Ce résultat o t a t u AbrB2 régule négativement cet ARN non-
oda t est ai si o pati le a e  le fait ue l a ti it  p o ot i e d A B  est diminuée par une forte 

lumière : en forte lumière AbrB2 est moins exprimé et cet ARN non-codant est induit. Cependant ce 
résultat est à prendre avec du recul, et une étude approfondie serait nécessaire.  

L ARN ncRNA079 en amont de hoxE est lui aussi p i  pa  i t odu tio  de l all le sau age 
d abrB2 da s la sou he Δa B  mais légèrement (x- ,  alo s u il tait fai le e t i duit da s ΔabrB2 
par rapport à la souche sauvage (x1,78).  

 

Figure 127 
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2-3- La formation des o ple es d A B2 est dépendante de mécanismes redox 
La souche WT+pFC1abrB2, surexprimant AbrB2 à 39°C a été cultivée en phase exponentielle à 

30°C puis la culture a été mise à 39°C pendant 24 heures pou  i dui e la su e p essio  d A B  e  
présence ou en absence de diamide (age t de st ess o da t  da s le ilieu de ultu e. J ai e suite 
isolé les protéines en fractions membranaires et solubles, les ai traitées ou non avec du DTT avant de 
réaliser un gel SDS-PAGE et un western blot (Fig128). 

Les résultats montrent plusieurs types de « complexes » contenant AbrB2 : les monomères et 
di es ette e t isi les, ai si u u e a de o pati le a e  la taille d u  t t a e e s  kDa , 
ais d aut es sig aux de tailles variées également (vers 24 kDa, 40 kDa et un important signal >70 

kDa).  
De manière intéressante, le traitement au DTT pendant 20 minutes avant migration sur gel SDS-

PAGE a permis de dissocier très efficacement les « macrocomplexes » >70 kDa, de faire disparaître les 
signaux 24 kDa, 40 kDa et 60 kDa, et de diminuer le signal du dimère vers 30 kDa montrant que 
l e se le de es o ple es so t t s se si les au edo  et do  ue des po ts disulfu es ou 
d i te diai es d o ydation en sont probablement responsables. La disparition quasi totale des 
macrocomplexes >70 kDa va dans ce sens : il pou ait s agi  de st u tu es pol i ues d A B  
ai te ues pa  po ts disulfu es ultiples e t e di es d A B  : chaque dimère ayant deux 

cystéines, il peut s asso ie  a e  deu  aut es di es et fo e  u e haî e p ot ique complexe. Les 
cellules soumises à un stress oxydant fort possèdent davantage de ces structures complexes, qui sont 
aisément dissociées grâce au DTT.  

Par ailleurs, sans pouvoir le confirmer, nous pouvons remarquer que les deux signaux à 24 kDa et 
40 kDa sont également plus intenses dans la souche cultivée en stress oxydant (+ diamide), et 
disparaissent totalement après le traitement au DTT, sont compatibles avec des complexes AbrB2-Grx 
(AbrB2=15 kDa, Grx=9 kDa, « AbrB2-Grx » = 24 kDa) ou « (AbrB2)2-G  » = +      kDa)(voir Fig.128). 
Co e o u  da s l i t odu tio  de e chapitre, les Grx permettent la régénération des espèces 
glutathionylées par un stress oxydant, comme nous avons pu vérifier in vitro u A B  pou ait t e 
glutathionylé, une interaction avec une Grx in vivo permettrait de déglutathionyler efficacement AbrB2 
en formant des intermédiaires réactionnels covalents (le processus de déglutathionylation nécessite 
une étape formant un complexe covalent). 

 
Pour confirmer cette hypothèse il faudrait réaliser une expérience similaire dans des souches 

délétées de grx et ifie  l a se e de e sig al. 
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2-4- Une hypothèse de travail : la su p odu tio  d A B  pi ge ait A B  
Nous avons formulé une hypothèse concernant la létalit  de la su e p essio  d A B  au 

laboratoire. Comme déjà évoqué, il a plusieurs fois été rapporté dans la littérature l e iste e d u  
hétéromultimère AbrB1-AbrB2 (Sato et al. 2007, Yamauchi et al. 2011), de même, il a plusieurs fois été 
d ite l i possi ilit  de d l te  le g e abrB1 du génome (Ishii et Hihara 2008, Oliveira et Lindblad 
2008, mes résultats). Ainsi, le phénotype létal de la souche WT+pFC1abrB2 pourrait être une 
conséquence de cette interaction : AbrB2 titrerait AbrB1 et entrainerait une diminution de la quantité 
d A B  « libre » dans la cellule, conduisant à un phénotype « ΔabrB1-like » qui est létal. Comme la 
su e p essio  de l all le ut  abrB2c34s e t ai e pas de l talit , o  pou ait i agi e  ue e 
multimère mixte se formerait par interaction entre les cystéines. 

Nous a o s toutefois pas pu appo te  da a tage d l e t ui ta e t ette h poth se. 
 

 
 

  

Figure 128 
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CONCLUSION  
 
 
 

 

1- Conclusion 
Mon travail de thèse participe à une meilleure compréhension du réseau de régulation de 

l e p essio  de l hydrogénase bidirectionnelle de Synechocystis sp. PCC6803. 
 
Une bioproduction d h d og e du a le à pa ti  d o ga is es photos th ti ues qui ne 

nécessiteraient pour croître que de l eau, de la lumière solaire, du dioxyde de carbone et quelques 
minéraux, est une perspectives intéressantes. Da s e o te te, l h d og ase idi e tio nelle 
cyanobactérienne, métalloenzyme à 5 sous-unités HoxEFUYH, est effectivement d u  i t t particulier 
car elle présente le meilleur rendement énergétique théorique des différentes enzymes productrices 
de dihydrogène des cyanobactéries. 

Parmi les verrous à lever o  peut ote  la se si ilit  à l o g e de cette hydrogénase 
(phénomène réversible chez certaines cyanobactéries), le fonctionnement faible et transitoire de 
l h d og ase a priori en compétition avec les autres voies qui consomment le NAD(P)H produit par la 
photosynthèse (Cycle de Calvin, assimilation du a o e pa  e e ple , la fai le ua tit  d e z e 
i t a ellulai e, et u e au aise o aissa e g ale du ta olis e de l h d ogène et du rôle 
ph siologi ue de la p odu tio  d h d og e. 

C est da s e o te te ue j ai e t ep is de ieu  o p e d e la faço  do t l e p essio  de la 
machinerie de p odu tio  d hyd og e l h d og ase et le ta olis e l ali e ta t) est régulée. 

Mieux comprendre sa régulation permettra peut-être de mieux cerner son rôle dans le 
métabolisme cellulaire, ce qui à terme pourra permettre de proposer des stratégies de 
reprogrammations métaboliques ? Comme augmenter les effecteurs positifs et diminuer les effecteurs 
négatifs. 

 
Ainsi, j ai ide tifi  a e  l aide des post-doctorants Panatda Saenkham et Samer Sakr un nouveau 

p esseu  de l e p essio  de l h d og ase : AbrB2. 
Par une combinaison de  techniques in vivo et in vitro, nous avons décrit le rôle de ce régulateur 

vis-à-vis de hox da s os t a au  d taill s da s l a ti le Dutheil et al. 2012. Pour cela, nous avons 
construit un mutant de Synechocystis délété du gène abrB2 et d te i  u il pou ait croître aussi 
ie  u u e sou he sau age dans les conditions standards du laboratoire. Nous avons déterminé 
u A B  est u  auto p esseu  qui possède un p o oteu  at pi ue o stitu  d u e oîte -10 étendue 

sans boîte - . E suite, pa  diff e tes fusio s t a s iptio elles de la gio  p o ot i e de l op o  
hoxEFUYH au gène rapporteur cat, nous avons montré u A B  affe te gati e e t l a ti it  
promotrice de hox. Cet effet de gulatio  gati e de l op o  hox a été confirmé par une 
augmentation du niveau de transcrits des huit g es de l op o  hox da s le uta t ΔabrB2 par 
rapport à la souche sauvage. Effet isi le e suite su  l a ti it  h d og ase des e ellules a ti it  
multipliée par 3). 

Après production et purification chez E.coli de la protéine AbrB2 taguée avec une queue 
histidine, nous avons pu valider in vitro l i te a tio  de la p ot i e a e  la gio  p o ot i e e  a o t 
de hoxE, o fi a t l effet p esseu  di e t d A B . 

Pour compléter cette caractérisation nous avons aussi construit un plasmide surproducteur 
d abrB2 pa  the o o t ôle, ui ous a l  la s t ie de l effet p esseu  su  hox : une 
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augmentation de la quantit  d A B  da s la ellule e t aîne une diminution des i eau  d A‘N des  
g es de l op o  hox ai si u u e di isio  pa   de l a ti it  h d ogénase. 

Ces t a au  po te t à  le o e de gulateu s o us de l e p essio  de l h d og ase, do t 
les deux premiers (historiques) LexA et AbrB1 avaient été sommairement décrits comme interagissant 
a e  le p o oteu  de l op o  hox et activant éventuellement son expression (Oliveira et Lindblad 
2005, Gutekunst et al. 2005, Oliveira et Lindblad 2008). Grâce aux autres résultats du laboratoire nous 
a o s alo s pu d taille  le seau de gulatio  p o a le de l op o  hox, comportant les effets des 3 
régulateurs entre eux ainsi que quelques-unes des relations entre ces 3 régulateurs : 

 
 
La description de ce réseau nous a ensuite permis de valider une stratégie de surexpression de 

l op o  hox en se basant sur la diminution des agents qui affectent négativement son expression et 
su  l aug e tatio  des age ts ui l affe te positivement. La sou he ΔabrB2+pFC1abrB1 a ainsi montré 
u e a ti it  h d og ase sup ieu e au uta t ΔabrB2. 

 
Afi  de toujou s ieu  a a t ise  la gulatio  de l e p ession de hox, j ai e  da s le 

deu i e te ps de a th se l a al se de l u i ue st i e  du p esseu  d A B , t s la ge e t 
conservée au sein des protéines CyAbrBs. 

 
J ai o t  ue la su e p essio  the o o t ôl e de l all le sau age d abrB2 conduisait à la mort 

rapide des cellules, probablement à cause de la dérépression métabolique due à des gènes 

Figure 129 
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appa te a t au gulo  d A B  (350 gènes affectés par AbrB2, Leplat et al. 2013). De manière 
i t essa te, la su e p essio  d u  all le d abrB2 muté sur sa cystéine 34 en sérine ne conduit pas à la 
mort des cellules. Les différents contrôles que nous avons effectués (RT-PCR quantitative, western blot, 
dichroïsme circulaire et retard sur gel menés sur les 2 allèles de la protéine AbrB2 produits et purifiés 
chez E.coli) ont permis de montrer que la cystéine 34 n i te ie t pas su  l a u ulatio  de t a s it, ni 
sur la st u tu e t idi e sio elle de la p ot i e ou su  sa apa it  de fi atio  à l ADN, ais plutôt su  
l a u ulatio  de la p ot i e AbrB2 dans la cellule (turnover, stabilité): ous a o s pas o te u une 
surexpression de la protéine AbrB2C34S o pa a le à elle d A B  sauvage alors que la quantité 
d A‘N  est si ilai e, et il est diffi ile de o lu e si l effet l tal est u e o s ue e de l a u ulatio  
d A B  et si la présence de la cystéine joue un rôle important pour cet effet. 

 
J ai donc construit de nouveaux mutants da s les uels la ua tit  d A B  tait pas 

dépendante de la température et sous le contrôle du promoteur naturel du gène abrB2. A partir de la 
sou he ΔabrB2 d ite da s o  p e ie  a ti le: j ai i t oduit les all les abrB2 ou abrB2C34S 
directement dans le chromosome à l e pla e e t i itial du g e abrB2 et exprimés par le promoteur 
atu el d abrB2. L a al se de es uta ts a montré une expression légèrement augmentée (<2) 

d abrB2C34S par rapport à abrB2, aux niveaux transcriptionnel (RT-PCR quantitative) et protéique 
(détection de la protéine par western blot). La protéine AbrB2C34S serait ainsi légèrement affecté dans 
sa apa it  à s auto p i e .  

L effet de la utatio  C34S a ensuite été mesuré au niveau de l a u ulatio  des t a s its des 
gènes hox codant pour l h d og ase (qRT-PCR), au niveau de la quantité de protéine de la sous-unité 
HoxF (détectée par western blot grâce à un anticorps donné par Geneviève Guédeney) et au niveau de 
l a ti it  h d og ase (détectée électrochimiquement). Les résultats montrent u A B C34S possède 
u e apa it  de p essio  de l op o  hox plus faible que l all le sau age AbrB2 et concluent donc à 
l i po ta e p i o diale du sidu st i e du régulateur AbrB2. Ce résultat étant renforcé par la 
légère, mais plus forte, abondance de la protéine mutée (environ x2). 

 
La résistance au stress oxydant due à une exposition au diamide de la sou he po ta t l all le 

muté C34S est gale e t i te diai e e t e la sou he ΔabrB2 et l all le sau age da s le e 
contexte génomique, indiquant que la résistance au stress diamide (oxydant) est contrôlée par AbrB2 
et en partie par son unique cystéine. De plus, l effet d l t e de la utatio  C34S d A B  a pu t e 
confirmé sur le transcriptome : su  l e se le de 9 gènes significativement régulés directement ou 
indirectement par AbrB2. L all le abrB2C34S possède une capacité de répression en conditions 
sta da ds di i u e d e i o  %, p ou a t ue la st i e d A B  est u iale pou  so  a ti it  de 
répression. 

 
Parallèlement, nous avons démontré avec Samer Sakr que la protéine AbrB2 pouvait être cible de 

la glutathionylation (pont disulfure entre la cystéine de la protéine et la cystéine du glutathion) in vitro. 
Cette modification post-traductionnelle affecte drastiquement la capacité du régulateur à reconnaître 
l ADN. Cette odifi atio  de cystéine est un phénomène qui se produit souvent en conditions de stress 
o da t et ui pe et g ale e t de p ot ge  les p ot i es d u e suroxydation irréversible. Dans la 
plupa t des as, l a ti it  des e z es glutathio l es est affe t e pa  la odifi atio  et da s le as 
d A B  ous p oposo s ue ette odifi atio  joue u  ôle de « signaling » du stress oxydant : le 
régulateur glutathionylé se décroche de ses ADN cibles et modifie alors leur expression (levée 
d i hi itio  da s le as de l h d og ase . Ce a is e ue nous avons proposé dans un manuscrit 
e  ou s de p pa atio  se ait o pati le a e  u  ôle de Ho  da s l a uatio  du st ess o da t.  
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Nous avons également montré que le régulateur AbrB2 était susceptible de former des 
tétramères in vivo, très vraisembla le e t pa  po t disulfu e e t e deu  di es d A B . La 
fo atio  d esp es glutathio l es, ou o d es pa  la st i e, d A B  o duit donc à la rupture des 
ponts disulfures de ces tétramères, ce qui modifie de manière importante la manière dont vont être 
gul s les g es i les. L i apa it  à fo e  des t t a es et à esse ti  le st ess o da t lo s ue la 

cystéine est mutée en sérine affecte en effet de manière importante la régulation des gènes cibles (voir 
fig126 et 127). 

 
AbrB1 est aussi susceptible de subir une glutathionylation par son unique cystéine (Sakr et al. 

non publié). L e se le de nos résultats suggère donc fortement que les cystéines des CyAbrBs sont 
des résidus primordiaux du fonctionnement de ces régulateurs, qui leur confèrent une capacité à sentir 
le statut edo  de l e i o e e t et à répercuter une réponse transcriptionnelle rapide à ces 
changements. 

 
Ces t a au  o stitue t la p e i e ise e  ide e d u e glutathio latio  d u  gulateu  

a o a t ie  ai si ue d u  gulateu  po ta t u  do ai e A B. Ils pe ette t gale e t de 
mettre en évidence l i po ta e du statut edo  de la ellule su  l e p essio  de l h d og ase 
idi e tio elle. U e telle des iptio  est o pati le a e  u  ôle de l h d og ase da s la 

pa ti ipatio  à l a uatio  du st ess o da t, ota e t e  a o d a e  l h poth se de se i  de 
valve à électrons (Cournac et al. 2004).  
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Figure 130 
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PERSPECTIVES 
 
 
 
 

2- Perspectives 
Les perspectives de ce travail sont multiples, pour approfondir davantage la compréhension du 

ta olis e de l h d og e de Synechocystis sp. PCC6803. 

 

J ai tenté de le  l e iste e de l esp e A B  glutathio l e A B -SG) in vivo. Pour cela, 
j ai is au poi t u  p oto ole d i u op ipitatio  d A B  a e  les anticorps dirigés contre AbrB2 
qui fonctionne bien. Cepe da t l a ti o ps o e ial di ig  o t e le GSH est pas assez se si le 
pou  ett e e  ide e la glutathio latio  d A B  da s des e t aits de Synechocystis cultivée dans 
les o ditio s sta da d ou e  p se e de dia ide il  a pas eau oup de p ot i e A B  
immunoprécipitée et l a ti o ps A tiGSH fo tio e al e su  des glutathio latio s réalisées in 

vitro sur des lots glutathionylés à plus de 80% . J ai essa  de o tou e  le p o l e e  o e tissa t 
chimiquement la modification « glutathionylation de cystéine in vivo» par une « NEM biotinylation » 
qui serait beaucoup plus efficacement détectée par western blot (procédure connue sous le nom de 
« Grx-switch » Applegate et al.  ais e p oto ole est alheu euse e t pas o pati le a e  
une immunoprécipitation ultérieure. Des techniques de protéomique plus sophistiquées pourraient 
éventuellement détecter cette modification si la protéine AbrB2 est suffisamment abondante. 
L utilisatio  de la sou he WT+pFC a B  ulti e  a e  du dia ide pou ait peut-être aider à obtenir le 
résultat attendu. 

 
Etudie  l effet sur le transcriptome de divers stress oxydants sur les souches réintroduites avec 

abrB2 ou abrB2C34S, et valider ces résultats par des expériences in vivo et in vitro sur des gènes cibles 
pourrait permettre de mieux co p e d e les effets des odifi atio s de st i es d A B . 

 
De e, o p e d e le p o essus de d glutathio latio  d A B  pe ett ait de ieu  

ait ise  le p o essus de la le e de la p essio  de l op o  hox. Ralentir la déglutathionylation 
d A B  pou ait pe ett e d o te i  des sou hes poss da t atu elle e t u e eilleu e e p essio  
de l op o  hox. En ce sens, il faudrait déterminer quelle(s) glutarédoxine(s) interagit(ssent) avec 
AbrB2, éventuellement en réalisant un double hybride bactérien, ou en montrant la disparition des 
bandes de 24 et 40 kDa repérées sur la figure 127 en surexprimant AbrB2 dans des souches délétées de 
grx. Synechocystis possède 3 Grx, dont les mutants, doubles mutants et triples mutants ont déjà été 
construits au laboratoire.  

 
L effet de la glutathio latio  su  la p ot i e Ho  se ait gale e t i t essa t à ega de , peut-

t e u u  tel ph o e se p oduit et pe et u e gulatio  de l a ti it  de ette h d og ase ? 
 
L i te a tio  e t e A B  et A B  est galement une question intéressante à traiter, 

notamment pour comprendre pourquoi une souche surexprimant AbrB2 meurt quand il est impossible 
de déléter le gène abrB1. L h poth se d u e tit atio  de A B  pa  A B  a t  o u e, ai si des 
plasmides surproduisant les deux protéines conjointement pourraient peut-être inhiber la létalité ? 
Des manipulation in vitro et in vivo de « pull down » avec des allèles C34S de AbrB2 et AbrB1 pourrait 
pe ett e de d te i e  si l i te a tio  e t e es deu  gulateu  est cystéine-dépendante ou non 
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l i te a tio  a été décrite par Sato et al. 2008 et Yamauchi et al. 2011 sans proposer de mécanisme 
d i te a tio ). 

 
Le ôle d A B  e e s la zo e  o -traduite des transcrits hox serait également une question à 

traiter pour comprendre si AbrB2 réalise également une régulation traductionnelle en plus de 
t a s iptio elle su  l e p essio  de hox. Da s l a ti le Dutheil et al. 2012 nous avions effectivement 
o t  u A B  i te agissait a e  la région du promoteur de hox o espo da t au do ai e  o -

traduit de l A‘N hoxEFUYH. 
 
Le rôle des ARN non- oda ts, et d A B  e e s es A‘Ns se ait gale e t i téressant à 

explorer. 
 
L ide tifi atio  du o pos  UV-a so a t i o u ela gu  pa  la sou he uta te ΔabrB2 dans 

son surnageant de culture serait très intéressante à finaliser. Le protocole de purification sommaire de 
e o pos  i o u ue j ai pu ett e au poi t pe ett a peut- t e d o te i  de eilleu s sultats 

en analyse GC-MS. 
 
Fi ale e t, et a  il s agit des tapes de la gulatio  d u e e z e les plus e  a al da s le 

p o essus de gulatio , l ali e tatio  e  NADPH et la p odu tio  d h d og e elles-mêmes seraient 
i t essa tes à ega de  da s les uta ts ue j ai o st uit au la o atoi e. Les outils de esures de 
photop odu tio  d h d og e so t e  ou s de ise au oi s a e  ot e pa te ai e He  Bottin. 
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1- Note 
 

Une grande partie des techniques utilisées au cours de ma thèse a déjà été décrite dans les deux 
articles déjà présentés. Les techniques qui y sont détaillées ne sont donc pas présentées à nouveau ici. 
 

2- MATERIELS & METHODES 
2-1- Inventaire du matériel utilisé au Laboratoire 

2-1-1- Matériel informatique & logiciels utilisés 

 

2-1-2- Matériel de manipulation 
OBJET MARQUE MODELE UTILISATION REMARQUES 

     Pipettes PIPETMAN P2 à P1000 Prélèvement de liquide Automatique 

Pipettes RAININ SL2 à SL1000 Prélèvement de liquide Automatique 

Tips/Embouts SORENSON 10, ,  L Embouts de prélèvement Jetables 

Pipettes électriques 
HIRSCHMANN 
LABORGERATE 

Pipetus®-akku Prélèvement de liquide A recharger sur secteur 

Stripettes graduées COSTAR 
Stripettes 4485, 4486, 4487, 
4488, 4489, 4490 

Embouts de prélèvement 1, 2, 5, 10, 
25 et 50 mL 

Jetables 

Eppendorf EPPENDORF 1,5 et 2 mL Récipient à liquide Jetables 

Tubes Falcon FALCON 50 à 100mL Récipient à liquide Jetables 

Boîtes de Pétri pour E.coli 
PHOENIX 
BIOMEDICAL 

- Cultures solides de E.coli  - 

Boîtes de culture pour Synechocystis NUNC 50mL Cultures solides de Synechocystis  - 

Erlenmeyer 
PYREX & 
FischerBrand 

25, 50, 100, 250, 500, 
1000mL 

Cultures liquides de E.coli et 
Synechocystis 

 - 

Bécher 
PYREX & 
FischerBrand 

5, 10, 25, 50, 100, 250 mL Récipient à liquide  - 

Vortexeur Scientific Industries  Vortex-Genie 2 mélanger des volumes par vortex  - 

Thermocycleur pour PCR EPPENDORF MASTERCYCLER PCR  - 

Micro Onde SCHOLTES Varion 2065 Fondre les gels d'agar  - 

Centrifugeuse (grand modèle) EPPENDORF CENTRIFUGE 5804R  - -  

Centrifugeuse (petit modèle) EPPENDORF CENTRIFUGE 5415D  -  - 

Hotte stérile ESI FLUFRANCE ARIANE 12 et ARIANE 15 
Manipulations biologiques nécessitant 
stérilité 

 - 

Hotte chimique IRIAN Technologies CVF-400 
Pour gels avec BET et autres produits 
chimique dangereux 

 - 

Bec Bunsen automatique 
IBS Integra 
Bioscience 

Fireboy eco Stérilisation du matériel  - 

Stérilisateur L AUTO-THERMOS - Stérilisation des milieux de culture - 

Etuve MEMMERT - - 30 à 200°C 

Incubateur pour E.coli PROLABO - Cultures solides de E.coli 37°C 

Incubateur pour E.coli FisherBrand DIEMOS Cultures solides de E.coli 30°C 

Incubateur pour E.coli INFORS HT MULTITRON STANDARD Cultures liquides de E.coli 37°C. Pas de lumière 

LUMINCUBE pour Synechocystis INFORS HT MULTITRON Cultures liquides de Synechocystis 
30 ou 39°C. 
Tubes Néons blancs 

OBJET MARQUE MODELE UTILISATION 

     Ordinateur MACINTOSH IMac MB417*/A Rédaction, internet et logiciels d'exploitation de résultats 

Analyse de séquençage 

Gene Codes 
Corporation 

Se ue he ™ V .  Exploitation données de séquençage 

DNA Strider - - 

Internet Apple Safari 

Photos : 
http://www-cyanosite.bio.purdue.edu/ 
Génomes : 

http://genome.microbedb.jp/cyanobase/ 
http://mbgd.genome.ad.jp/ 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Programmes utiles : 

http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/ 

http://www-cyanosite.bio.purdue.edu/
http://genome.microbedb.jp/cyanobase/
http://mbgd.genome.ad.jp/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
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Réfrigérateurs -20°C LIEBHERR - 
Stockage du matériel biologique et 
biochimique en cours 

- 

Réfrigérateurs -80°C SANYO - 
Stockage du matériel biologique peu 
courant 

- 

Azote Liquide Air Liquide 
ARPEGE 140, ARPEGE 110, 
TR26 

Conservation des souches de E.coli et 
Synechocystis 

- 

Luxmètre Chauvin-Arnoux - 
Mesu e de l i te sit  lu i euse pou  
les cultures de Synechocystis 

- 

2-1-3- Mat iel d a al se 

 

2-1-4- Substances chimiques 
2-1-4-1- Milieux de cultures 

2-1-4-1-1- Milieu Minéral MM pour Synechocystis 
Le milieu standard de culture de Synechocystis utilis  au la o atoi e est elui p opos  da s l a ti le Rippka et 

al. 1979, et modifié par ajout de carbonate (Domain et al. 2004): 
 

SUBSTANCE FORMULE 
MASSE 

MOLECULAIRE 
MARQUE PURETE 

1L DE MM 
1X 

RISQUES & 
SECURITE 

  
 

   
 

Nitrate de Sodium 
anhydre 

NaNO3 84,99 g.mol-1 Prolabo 99,5% 1500 mg.L-1
 

O : Comburant Xn : Nocif 
R : 8-22-36 

S : 22-24-41 

Hepes Acide C8H18N2O4S 238,31 g.mol-1 
Sigma 
Aldrich 

99,5% 715 mg.L-1
 

Xi : Irritant 

R : 36/37/38 

S : 26-36 

Hydrogénophosphate 
de di-Potassium 
anhydre 

K2HPO4 174,18 g.mol-1 Merck 98,5% 40 mg.L-1
 

- 

- 
S : 22-24/25 

Sulfate de 
Magnésium 
Heptahydraté 

MgSO4, 7H2O 246,48 g.mol-1 Fluka 99,5% 75 mg.L-1
 

- 

- 
- 

di-Chlorure de 
Calcium Dihydraté 

CaCl2, 2H2O 147,02 g.mol-1 Merck 99,0% 36 mg.L-1
 

Xi : Irritant 

R : 36 

S : 26 

Acide Citrique 
Hydraté 

C6H8O7, H2O 210,14 g.mol-1 Prolabo 99,7% 6 mg.L-1
 

Xi : Irritant 

R : 37/38-41 

S : 26-36/37/39 

Citrate Ferrique 
d'Ammonium (Fe: 
14,5-16 %) 

C6H8O7, xFe3+, y NH3 variable g.mol-1 Fluka 95,0% 6 mg.L-1
 

Xi : Irritant 

R : 36/37/38 

S : 26 

Acide Tétracétique 
d'Ethylène Diamine 
dans Mg et Na 

C10H12MgN2Na2O8 358,51 g.mol-1 Fluka 99,5% 1 mg.L-1
 

- 
- 

S : 22-24/25 

Carbonate de di-
Sodium 

Na2CO3 105,99 g.mol-1 Merck 99,9% 200 mg.L-1
 

Xi : Irritant 

R : 36 

S : 22-26 

Acide Borique 
anhydre 

H3BO3 61,43 g.mol-1 Merck 99,8% 2,86 mg.L-1
 

- 

- 

- 

di-Chlorure de 
Manganèse 
Tétrahydraté 

MnCl2, 4H2O 197,91 g.mol-1 Prolabo 99,0% 1,81 mg.L-1
 

Xn : Nocif 

R : 22-52 

- 

 

OBJET MARQUE MODELE UTILISATION REMARQUES 

     Générateur électrique SEBIA GD 251D  -  - 

Bac électrophorèse (grand modèle) HORIZON 11.14  - 250V max 

Bac électrophorèse (petit modèle) 
AMERSHAM 
BIOSCIENCE 

HE 33 mini horizontal 
submarine unit 

 -  - 

Spectrophotomètre SECOMAM UVIKON XL Spectre UV-visible complet  Marche sous PC 

Spectrophotomètre BECKMAN DU 640B Spectrophotometer De sit  Opti ue à  fi e  - 

Presse EATON - Extraction protéines de Synechocystis 6 à 18T de pression 
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Sulfate de Zinc 
Heptahydraté 

ZnSO4, 7H2O 287,54 g.mol-1 Merck 99,5% 0,222 mg.L-1
 

Xn : Nocif N : Polluant 

R : 22-41-50/53 

S : 22-26-39-46-60-61 

Molybdate de di-
Sodium Dihydraté 

Na2MoO4, 2H2O 241,95 g.mol-1 Prolabo 99,5% 0,390 mg.L-1
 

- 

- 
- 

Sulfate de Cuivre 
Pentahydraté 

CuSO4, 5H2O 249,68 g.mol-1 Prolabo 99,0% 0,079 mg.L-1
 

Xn : Nocif N : Polluant 

R : 22-36/38-50/53 

S : 22-60-61 

di-Nitrate de Cobalt 
Hexahydraté 

Co(NO3)2, 6H2O 84,99 g.mol-1 Prolabo 98,0% 0,049 mg.L-1
 

O : Comburant ; Xn ; N  
R : 8-22-40-43-50/53 

S : 17-36/37-60-61 

Eau H2O 18,00 g.mol-1 Elga  MΩ QSP 1L - 

La composition du milieu a varié lors de certaines expériences: 

D-(+)-Glucose C6H1206 180,16 g.mol-1 Sigma 99,5% 0,1 à 1% 
- 

- 

- 

Chlorure 
d A o iu  

NH4Cl 53,49 g.mol-1 Prolabo 99,5% 0 à 6   mM 
Xn : Nocif 

R : 22-36 

S : 22 

Ba to ™Aga   (C12H18O9)n n x 306 g.mol-1 
Becton 

Dickinson 
98,5% 

0 à 1 %  
(pour faire du 

milieu solide) 

- 

- 

- 

2-1-4-1-2- Milieu Luria-Bertani LB pour E.coli 
Le ilieu de ultu e d E.coli est un milieu prêt à l e ploi dispo i le di e te e t sur le marché. « Milieu 

Miller » est un synonyme de « Milieu Luria-Bertani » et de « Lysogeny Broth ». 

SUBSTANCE MARQUE Contenu COMPOSITION PROTOCOLE RISQUES & SECURITE 
  

 
  

 

Dif o™ LB B oth, 
Miller 

Becton 

Dickinson 

Tryptone (Protéines) 10 g.L-1
 Da s L d eau pu ifi e, suspe d e 

25g de poudre. Autoclaver à 121°C 
pendant 15minutes 

Xi : Irritant 

Extrait de Levure 5 g.L-1
 R : 36/37/38 

Chlorure de Sodium (NaCl) 10 g.L-1
 S : 7-22-26-36 

Dif o™ LB Aga , 
Miller 

Becton 

Dickinson 

Tryptone (Protéines) 10 g.L-1
 
Da s L d eau pu ifi e, suspe d e 
40g de poudre. Autoclaver à 121°C 

pendant 15minutes 

Xi : Irritant 

Extrait de Levure 5 g.L-1
 R : 36/37/38 

Chlorure de Sodium (NaCl) 10 g.L-1
 

S : 7-22-24/25-26 
Agar 15 g.L-1

 

2-1-4-2- Dosage CAT et Bradford 

SUBSTANCE FORMULE 
MASSE 

MOLECULAIRE 
MARQUE PURETE 

RISQUES & 
SECURITE 

  
 

  
 

Chloramphénicol C11 H12N2O5 Cl2 323,13 g.mol-1 Sigma 98% 
- 

R : 45 

S : 53-45 

Acétyl CoA C23H38N7O17P3S 809,57 g.mol-1 Pharmacia 93% 
R : 23/24/25-36/38- 
     39/23/24/25-66-67 

S : 24-36/37-45 

A ide , -DiThiobis-
2-NitroBenzoïque 
« DTNB » 

C14H8NO8S2 396,40 g.mol-1 Sigma 98,0% 

Xi : Irritant 

R : 36/37/38 

S : 26-36 

Réactif deBradford MgSO4, 7H2O 246,48 g.mol-1 Fluka 99,5% 
- 
R : 20/21/22-34-68/20/21/22 

S : 26-36/37/39-45 

2-1-4-3- Autres produits utilisés 
 

SUBSTANCE FORMULE 
MASSE 

MOLECULAIRE 
MARQUE PURETE 

RISQUES & SECURITE 

  
 

  
 

Ethanol C2H5OH 46,07 g.mol-1 Prolabo 99,8% 
F : Inflammable 

R : 11 

S : 7-16 

Acétone C3H6O 58,08 g.mol-1 Merck 99,5% F : Inflammable 



Page  | 254  

R : 11 

S : 9-16-23-33 

Tampon TRIS HCl  
pH 7,5 à 8 

- - - - 
- 
- 

- 

Dioxyde de Carbone 
solide « Carboglace » 

CO2 (s) 44,00 g.mol-1 ? 100,0% 
-70°C 

- 
S : 9 

TFD 4 détergent manuel KOH  < 5 % Franklab S.A. ??,? % 
C : Corrosif 

R : 34 

S : 1/2-26- 37/39-45 

Glycérol C3H8O3 92,09 g.mol-1 Sigma 99,0% 
- 
- 

- 

Chlorure de Magnésium MgCl2 - Invitrogen 50 mM 
- 

- 
- 

Buffer 10X PCR – MgCl2 - - Invitrogen 10 X 
Xi : Irritant 

R : 36/37/38 

S : 26-36 

Nucléotides (dNTPs), 
Acides Nucléiques (ADN 

et Oligonucléotides) 

- - Fluka - 
- 
- 

- 

 

 

Taq Polymerase,  - - Invitrogen - 
Xi : Irritant 

R : 36/37/38 

S : 26-36 

Ligase T4 (E.coli) - Promega - 
- 

- 
- 

SmaI (enzyme de 
restriction) 

(Serratia marcescens) -CCC|GGG-  BioLabs - 
- 

- 

- 

pGemT - - Promega - - 

pSB2A - - Maraccini et al. - - 
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Phrases Risques  & Sécurité 

RISQUES  SECURITE 
 

 
 

R 1 E plosif à l tat se   S 1/2 Conserver sous clé et hors de portée des enfants 

R 8 Fa o ise l i fla atio  des ati es o usti les  S 7 Conserver le récipient bien fermé 

R 11 Facilement inflammable  S 9 Conserver le récipient dans un endroit bien ventilé 

R 22 No if e  as d i gestio  
 

S 16 
Co se e  à l a t de toute fla e ou sou e d ti elles. 
Ne pas fumer 

R 34 Provoque des brûlures  S 17 Te i  à l a t des ati es o usti les 

R 36 Irritant pour les yeux  S 22 Ne pas respirer les poussières 

R 37/38 Irritant pour les voies respiratoires et la peau 
 

S 23 
Ne pas respirer les gaz/fumées/vapeurs/aérosols (terme(s) 
approprié(s) à indiquer par le fabriquant) 

R 
36/37/38 

Irritant pour les yeux, les voies respiratoires et la peau 
 

S 24 Eviter le contact avec la peau 

R 40 Effet cancérogène suspecté : preuves insuffisantes  S 24/25 Eviter le contact avec la peau et les yeux 

R 41 Risque de lésions oculaires graves 
 

S 26 
En cas de contact avec les yeux, laver immédiatement avec 
de l eau et o sulte  u  ophtal ologiste 

R 43 
Peut entrainer une sensibilisation par contact avec la 
peau 

 
S 33 E ite  l a u ulatio  de ha ges le t ostati ues 

R 50/53 

Très toxique pour les organismes aquatiques, peut 
entrainer des effets néfastes à long terme pour 
l e i o e e t a uati ue 

 

S 36 Porter un vêtement de protection approprié 

R 52 Nocif pour les organismes aquatiques  S 36/37 Porter un vêtement de protection et des gants appropriés 

  
 

S 37/39 
Porter des gants appropriés et un appareil de protection des 
yeux et/ou du visage 

  
 

S 39 
Porter un appareil de protection des yeux/du visage 
approprié 

  
 

S 41 
E  as d i e die et/ou d e plosio , e pas espi e  les 
fumées 

  
 

S 45 
E  as d a ide t ou de malaise consulter immédiatement un 

de i  et lui o t e  l e allage ou l ti uette 

  
 

S 46 
E  as d i gestio , o sulte  i diate e t u  de i  et 
lui o t e  l e allage ou l ti uette 

   S 52 Ne pas utiliser sur de grandes surfaces dans les locaux habités 

  
 

S 60 
Eliminer le produit et son récipient comme un déchet 
dangereux 

  
 

S 61 
E ite  le ejet da s l e i o e e t. Co sulte  les 
instructions spéciales/la fiche de données de sécurité 
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2-2- Biologie Moléculaire 
2-2-1- PCR 

Cette technique permet, au o e  d oligo u l otides sp ifi ues et d u  the o leu , d a plifie  u e 
s ue e ADN e he h e. Cette te h i ue est as e su  les p op i t s de l ADN de se d atu e  et de se 
e atu e  à des te p atu es sp ifi ues. U e fois d atu , le i  d ADN s h ide au  oligo u l otides 

judicieusement choisis et les polymérases vont amplifier la séquence contenue entre les 2 oligonucléotides. En 
p ta t es les, o t a plifie de a i e e po e tielle l ADN o igi el  les do e o t n fragments 

d ADN  
Da s le ad e de o  p ojet, j ai utilis  ette te h i ue pou  : 

- préparer les cassettes de délétion qui ont permis de supprimer les gènes abrB1 (sll0359), abrB2 

(sll0822) et i t odui e les all les uta ts d abrB2 da s la sou he Δa B ::Kmr.  
- contrôler les insertions de modifications génétiques chez E.coli. 
- contrôler les insertions et ségrégation de gènes  chez Synechocystis. 

 
Les enzymes utilisées pour réaliser les PCR : 
 

Qualité Référence O ga is e d’isolatio  

« Standard » Taq (Invitrogen) Thermus aquaticus 

Haute fidélité 
Pfu (Promega) Pyrococcus furiosus 

Pfx (Invitrogen) Pol ase d A h e 
Très haute fidélité 

Haute rapidité 
Haute efficacité 

Phusion®(NEB) 
Pyrococcus-like 

ingéniérée 

 
 
2-2-2- Electrophorèse 

Cette technique est complémentaire de la p de te, elle pe et de isualise  les f ag e ts d ADN 
s th tis s pa  la PC‘. Elle o siste e  u  gel d aga ose additi  de B o u e d Ethidiu  i te ala t des a ides 
nucléiques et composé fluorescent), ce gel est ensuite placé dans un bac de tampon Tris mis sous tension 
électrique (120V en général) qui va permettre de faire migrer les molécules selon leur taille au sein du gel, les 
molécules les plus courtes migrant plus facilement que les longues. Cette séparation des différents brins permet 
différentes exploitations : 

- visualiser qualitativement sous UV les différents brins amplifiés. Grâce à un marqueur connu de 
poids moléculaires et en établissant une courbe étalon, on peut déduire la taille de ces brins selon la 
loi : 

migration = f (log du poids moléculaire) 

Plus qualitativement, suite à la présence de telle ou telle bande, on peut juger du succès de telle ou 
telle manipulation. 

- isualise  les a des d ADN s pa es pa  la ig atio  sous UV pou  pou oi  les d oupe  
directement sur le gel et pouvoir les extraire par la suite. Cela permet de récupérer une taille 
donnée (et donc une séquence spécifique, souvent un gène et ses séquence flanquantes) à partir 
d u  la ge de f ag e ts d ADN. 

 
2-2-3- E t a tio  et pu ifi atio  d ADN 
L ADN o te u da s les petits e ta gles de gel d oup s ap s l le t opho se est pas utilisa le 

di e te e t, il faut d a o d l e t ai e de la aille ol ulai e du gel d aga ose puis le etto e  pou  le sto ke . 
Ces diff e tes tapes se fo t à l aide du Kit NucleoSpin Plasmid QuickPure© de Macherey Nagel ou PCR 

extract de Qiagen.  Il o siste à fo d e le gel da s u  sol a t sp ial, puis de fi e  l ADN su  u e olo e, de 
rincer cet ADN plusieurs fois avec diverses solutions alcooliques, puis de le dissoudre dans du Tris HCl 10mM, pH 
, , EDTA , M ou de l H2O pure. 
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2-2-4- Ligatio  de l ADN 
Cette te h i ue pe et de solida ise  u e s ue e d ADN à u e aut e pou  peu ue les jo tio s soie t 

judicieusement choisies. A savoir des sites de restrictions communs par exemple.  
L e z e utilis  à et effet est u e ligase ue l o  laisse agi  pe da t uel ues heu es da s u e solutio  

aqueuse et équimolaire des 2 séquences ADN choisies. 
La ligase T4 Invitrogen a été la plus souvent utilisée, à température ambiante et sur la nuit. 

 
2-2-5- Mesure de la o e t atio  d ADN 
Cette tape se fait à l aide d un Nanodrop qui pe et de o aît e la o e t atio  e  a ide u l i ue d u e 

solutio  A‘N ou ADN . Cette esu e e essite ue L de solutio  et est essai e pou  a al se  les 
solutio s d ADN o te ues ap s e t a tio  et pu ifi atio . La esu e e se fait e  p enant la DO à 260nm, 
une unité de DO correspondant à 50 µg.ml-1. Le rapport DO260nm/DO280nm permet de déterminer la pureté de la 
préparation ; il doit t e p o he de ,  pou  u e solutio  d ADN. 

 

2-3- Manipulations bactériennes 
2-3-1- Cultu es d E.coli 

2-3-1-1- Souches utilisées 
3 souches aux génotypes différents ont été manipulées au cours du stage : 

Souche Génotype 
Temps de 

Génération 
Plasmide Source 

HB 101 
F-, hsdS 20(rB-, mB-), supE44, recA13, ara14, 

gal K2, lacY1, proA2, rpsL20 (SmR), xyl-5, 
mtl- , {mcrC-mrr} 

30 min néant GIBCO-BRL 

CM 404 
F-, hsdS 20(rB-, mB-), supE44, recA13, ara14, 

gal K2, lacY1, proA2, rpsL20 (SmR), xyl-5, 
mtl- , {mcrC-mrr} 

30 min 
pRK2013  

(Kmr) 
Marracini et 

al., 1993 

TOP 10 
{F- mcrA (mrr- hsdRMS- mcrBC) 80lacZM15 
lacX74 recA1 ara139 (ara-leu)7697 galU 

galK rpsL (StrR) endA1 nupG} 
30 min néant Invitrogen 

2-3-1-2- Culture Liquide 
Cette ultu e s effe tue da s u  E le e e  fe  ou u  tu e Fal o . U  petit ha tillo  d Es he i hia oli 

est placé dans le milieu de culture approprié (travail sous hotte stérile) Luria-Bertani (LB) (Sambrook, Fritsch et 

al. 1989) contenant ou non un antibiotique selon besoin. 
La souche HB 101 se cultive à 37°C. 
La souche CM 404 se cultive à 30°C car la réplication du plasmide incP(pRK2013) est thermosensible. 
Les Erlenmeyer sont placés dans les incubateurs rotatifs adéquats à environ 180 rpm. 
 

2-3-1-3- Culture Solide 
Les ultu es solides se fo t e  ajouta t de l Aga  Dif o  au ilieu LB , % e  asse .  
 

2-3-1-4- Antibiotiques 
Les antibiotiques utilisés concernant E.coli sont : 

Antibiotique Symbole Concentration utilisées 

Kanamycine Km  g/ L 
Ampicilline Amp  g/ L 

Streptomycine Sm  g/ L 
Spectinomycine Sp  g/ L 
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2-3-2- Cultures de Synechocystis sp. PCC6803 
2-3-2-1- Souches utilisées 

 

Voici quelques caractéristiques de la souche sauvage de Synechocystis sp. PCC6803: 
 

Souche Génotype 
Temps de 

Génération 
Plasmide 

rajouté 
Source 

Sauvage (WT) Génotype sauvage 10 à 12h néant Institut Pasteur Paris 

 
2-3-2-2- Culture liquide 

Cette culture se fait dans un Erlenmeyer de 50 ou 25 mL fermé avec un bouchon de gaze laissant passer les 
gaz nécessaires à la croissance de la cyanobactérie et contenant du milieu minéral (MM) BG-11 (Rippka et al. 
1979). Composition voir p252-253. 

La souche sauvage se cultive, en conditions standards, à 30°C dans un agitateur orbital à rampes lumineuses 
la hes. L i te sit  lu i euse sta da d est fi e à  lu  et est esu e à l aide du Lu t e Chau i -

Arnoux). 

 
2-3-2-3- Culture solide 

Les conditions de culture standard en milieu solide se font en rajoutant 10 g/L de Bacto Agar (Difco) à 1 litre 
de milieu MM (soit 1% en masse).  

L i u atio  se fait gale e t à °C, da s u e pi e a ag e à et effet et o te a t di e ses a pes de 
o s la s d i te sit s lu i euses variables. 

 
2-3-2-4- Contrôle de la concentration cellulaire  

On peut observer la croissance cellulaire 
par contrôle de la turbidité (assimilée à la 
Densité Optique (DO)) de la solution. Cette 
esu e s effe tue au i i u  d a so ptio  

d u e solutio  de Synechocystis soit : 580 

nm. Les lo gueu s d o des où l a so a e 
est maximale ne sont pas utilisables car elles 
traduisent les concentrations en pigment de 
la cyanobactérie (il y en a 3 : les 
caroténoïdes, les phycocyanines et les 
chlorophylles), ces concentrations ne sont 
pas ide ti ues d u  uta t à u  aut e et 
peuvent dépendre du milieu de culture. 

 s a e u  des seuls e d oits où il  
a pas de pigments colorés et où la mesure 

de l’a so a e t aduit v ai e t la o e t atio  e  a t ies i d pe da e t de ses pig e ts. La relation 
entre la DO et la concentration cellulaire a été déterminée par le laboratoire et une DO580 de 0,5-0,6 équivaut à 
environ 5.10

7
 cellules/mL. 

 
2-3-2-5- Croissance 

Une culture de Synechocystis se distingue en plusieurs phases : une phase de croissance exponentielle où 
Synechocystis se divise symétriquement (log phase), une phase de ralentissement et une phase stationnaire 
lo s ue les a t ies esse t de se di ise . Lo s u u e ultu e a i e à u e o e t atio  ui ale te à DO = , -
0,6 elle se trouve alors en phase exponentielle de sa croissance et la plupart des manipulations sont effectuées à 
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ce stade. Cependant, il a été observé que la culture devait avoir déjà été repiquée au moins 2 fois auparavant 
pour avoir une bonne répétabilité des manipulations. 

Il faut do , a a t d effe tue  des esu es à pa ti  de Synechocystis ieilles ou solides, les ulti e  jus u à 
DO= , , les epi ue  u e p e i e fois puis u e deu i e fois de la e a i e, a a t d a oi  u e ultu e 
optimale. Ainsi, considérant le temps de génération de 10-12h, les préparations des cultures durent 
fréquemment quelques semaines avant de pouvoir réaliser une expérience. 

 
2-3-2-6- Antibiotiques 

Les antibiotiques utilisés concernant Synechocystis sont : 
Antibiotique Symbole Concentration utilisées 

Kanamycine Km De  à  g/ L 
Streptomycine Sm ,  à  g/ L 

Spectinomycine Sp ,  à  g/ L 
Gentamycine Gm 5 g/ L 

    
2-3-3- Introduction de plasmide par transformation chez E.coli 
Cette te h i ue o siste à f agilise  la pa oi ellulai e d E.coli pou  u u  plas ide puisse p t e  à 

l i t ieu  de l o ga is e. Les E.coli compétentes sont préparées selon le protocole décrit par V.Simanis utilisant 
du RbCl (D.Hanahan 1985) 

La transformation peut se faire par électroporation (perforation de la paroi cellulaire grâce à un champ 
électrique) mais le laboratoire utilise préférentiellement la technique du choc thermique : 

Le choc thermique se fait en maintenant les E.coli dans leur milieu compétent avec les plasmides à 
transformer à 0°C (bain de glace) pendant 20 minutes au moins (les plasmides se placent alors à proximité des 
trous dans la paroi de E.coli). On plonge ensuite rapidement le récipient dans un bain à 42°C pendant 90 
se o des, les plas ides o t p t e  da s l o ga is e suite à la dilatatio  spontanée de la paroi cellulaire. 
Passées les 90 secondes, on replonge immédiatement le récipient dans la glace pour refermer les pores. Les 
E.coli sont alors mises à incuber à 37°C pendant 1 heure dans 5 mL de LB frais.  

E suite  L de la ultu e so t étalés sur des boîtes à antibiotiques (le plasmide est supposé contenir un 
antibiotique) afin de sélectionner les E.coli qui ont effectivement intégré le plasmide. La boite est alors mise à 
incuber une nuit et des colonies vont apparaitre. 

L effi a it  de l op atio  d pe d g a de e t de la ualit  de p pa atio  des E.coli compétentes et de la 
maîtrise du protocole de transformation. On peut espérer une petite dizaine de colonies avec le plasmide sur la 
boîte finale. 

 

2-3-4- Transformation et inactivation de gènes chez Synechocystis sp. PCC6803 
2-3-4-1- Recombinaison homologue naturelle 

La recombinaison homologue est un phénomène naturel chez Synechocystis. La cyanobactérie accepte 
atu elle e t da s so  o ga is e des o eau  o plets d ADN et peut alo s les intégrer à son génome. La 

séquence ADN doit posséder une certaine corrélation avec les séquences chromosomiques de Synechocystis. 
Cette propriété a sans doute constitué un avantage évolutif pour Synechocystis et elle permet à 
l e p i e tateu , e  hoisissa t judi ieuse e t u e s ue e ADN, d i a ti e  u  g e.  
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2-3-4-2- Construction de la cassette de délétion 
Pour inactiver un gène da s toute la suite o  p e d l e e ple du g e 

abrB1 ue j ai essa  de d l te  lo s de o  stage de fi  d tude , 
l e p i e tateu  doit o st ui e u e assette de d l tio , elle est o stitu e 
de  s ue es ide ti ues à elle de l ADN a o a t ie  aptis es da s 
mon travail « Up » et « Down ») entre lesquelles se trouve la séquence de 
d l tio  ue l o  a i s e  entre les 2 séquences du chromosome initial (il 
s agit e  g al u  g e de sista e à u  a ti ioti ue . 

La construction de la cassette de délétion consiste à amplifier par PCR les 2 
zones du chromosome de Synechocystis entre lesquelles se trouve la sé ue e ue l o  d si e effa e . Pou  ela 
une connaissance du séquençage est requise pour choisir les 4 amorces  ADN.  

 
Etape 1 : Les oligomères O1 et O4 sont directement issus de la séquence chromosomique, O2 et O3 

s appa ie t eu  aussi a e  la s ue e hromosomique (éventuellement pouvant se chevaucher un peu avec les 
extrémités du gène), mais ils comportent également une autre partie (en rose sur le schéma) qui va permettre 
au   f ag e ts g s da s ette tape de s appa ie  à l tape sui a te. 

 
Etape 2 : O  asse le pa  PC‘ les  f ag e ts sulta ts de l tape . Les oligo es O  et O  pe ette t 

d a plifie  fa ile e t la at i e e pa  appa ie e t de la zo e e  ose. Cette zo e o tie t pa  ailleu s u  
site de restriction SmaI indispensable pour la suite.  

 
Etape 3 : On clone cette séquence ADN dans un plasmide pGEMt par la méthode T/A. pGEMt est un plasmide 

ouvert contenant un nucléotide « T » à ses e t it s. La PC‘ a pe is de s th tise  ot e o eau d ADN 
avec le nucléotide complémentaire « A » à ha ue e t it . Les  p oduits o t do  atu elle e t s appa ie  
da s u  se s ou da s l aut e  et e  faisa t i te e i  u e ligase, le plas ide se efe e a d fi iti e e t. Pou  

amplifier le plasmide, on le transforme vers E.coli et la culti e a a t d e t ai e le plas ide a e  le kit NucleoSpin 

Plasmid QuickPure©. 

 
Etape 4 : Le plas ide est e suite dig  pa  l e z e de est i tio  SmaI (site à bords nets), la cassette de 
sista e à l a ti ioti ue est gale e t à o d ets, et u e ligase pe et de soude  les  seg e ts d ADN et de 

former le plasmide final. 
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2-3-4-3- Transformation 
On désire insérer le plasmide nouvellement créé dans Synechocystis. Les cellules cyanobactériennes sont 

maintenues en phase exponentielle à 2500 lux (ne dépassant pas une DO580 de 0,7). Au troisième repiquage, 50 
ml de culture sont centrifugés (10 mn à 5000 rpm) et lavés avec 10 ml de milieu minéral MM. Les cellules sont 
ensuite resuspendues dans 10 ml de milieu MM. 1 µg d ADN dilu  da s  µl d H2O est mélangé avec 1 ml de 
suspension cellulaire et incubé à 2500 lux et à 30°C, sans agitation, pendant 1h30.    

O  d pose e suite la solutio  su  des oîtes de ilieu MM solide % d Aga  et laisse i u e  u e uit -
24h) à 2500 lux et 30°C. Les plasmides sont dorénavant introduits au sein de Synechocystis. 

 
2-3-4-4- Recombinaison homologue 

Cette étape est un phénomène naturel, lorsque 2 séquences ADN sont similaires, les nucléotides sont 
sus epti les de s ha ge . Le ph o e est ota e t à l o igi e du assage g ti ue lo s de la méiose : 
le crossing-over. 

Après la première nuit 
d i u atio , o  soul e le gel solide 
de MM pour couler une solution 
d a ti ioti ue fai le e t 
o e t e  g.L-1 pour Km) 
dessous afi  u il diffuse le te e t 
à travers le gel. Les cyanobactéries 
su i o t ai si u  g adie t de o e t atio  d a ti ioti ue ui a g a de e t fa o ise  la e o i aiso  
homologue (le gène de délétion est sensément le gène de résistance à l a ti ioti ue e  p se e . Les oîtes 
sont laissées à incuber pendant 5 à 9 jours sous 2500 lux et 30°C, le temps que des colonies spot de 
transformants apparaissent.  

NB : la pli atio  du plas ide est pas possi le, ela fa o ise d auta t la e o inaison homologue car 
est pou  Synechocystis le seul o e  de t a s ett e la sista e à l a ti ioti ue à ses ellules filles. 

 
2-3-4-5- Culture sur boîte antibiotique, augmentation de la pression de sélection 

Da s le as d u  g e à d l te  
important, la ségrégatio  totale est 
absolument pas garantie voire 
défavorable.  

Augmenter la pression de sélection (la 
concentration en antibiotique) permet de 
rendre plus essentielles encore les copies 
de chromosomes portant le gène de 
résistance, mais cela peut très bien ne 
toujours pas suffire à ségréger 
complètement le gène originel. 

Il est fréquent de se retrouver à ce 
stade avec des mutants comportant des 
proportions variées des 2 types de 
chromosomes : les rapports 50-50, 10-90 
et 90-10 sont en effet très courants. 

 
 
 

NB : Dans certains cas, le génotype mutant peut-être fortement handicapant pour la cellule dans les 
o ditio s sta da d, e t ai a t ai si de g a des diffi ult s de s g gatio  totale. O  essaie alo s d i agi e  des 

conditions de culture qui rendraient le gène moins essentiel et donc plus facile à déléter. 



Page  | 262  

C est pa  e e ple le as lo s u o  te te d effa e  u  g e ui a u  lie  a e  la photos th se. O  essaie 
alors de cultiver Synechocystis da s des o ditio s ui s aff a hisse t de la photos th se : à savoir une faible 
lumière et une certaine concentration en glucose dans le milieu de culture. 

 
2-3-4-6- Contrôle de la ségrégation par PCR 

Qua titati e e t, il est possi le d o se e  l a a e de la s g gatio  du g e. La s g gatio  s effe tue 
par repiquages successifs sur milieu solide, ainsi des échantillons de Synechocystis sont utilisés pour effectuer 
une PCR avec les oligonucléotides spécifiques des régions flanquantes. 

Les amorces O1 et O4 se fixent indifféremment sur les chromosomes mutés et sauvages, les amplifiant 
ha u  sa s o t ai te. O  peut alo s o se e  ualitati e e t g â e à l i te sit  lu i euse de l ADN sous UV  

les proportions de chaque gène dans la colonie puisque, après PCR, 2 bandes distinctes apparaissent (dans 
l e e ple, abrB1 et Km

r ont des poids moléculaires différents). 
 
 
 

 
 
 

 
2-3-4-7- Conjugaison des plasmides pSB2A et pFC1 dans Synechocystis  
 

2-4- Analyse des phénotypes de Synechocystis sauvages et mutés 
2-4-1- Séquençage ADN 
Pou  le s ue çage ADN, ous utiliso s les o p te es d u  aut e laboratoire du CEA, qui nous a confié le 

protocole de préparation des échantillons. 
Les réactions de séquence ont été réalisées en suivant le protocole de séquence par fluorescence avec 

terminateur Big-Dye® (Perkin Elmer). Les amorces utilisées sont les oligomères des séquences amont et aval déjà 
utilisés pour construire la cassette de délétion. 

 

2-4-2-  Courbes de croissance  
Cette te h i ue d a al se o siste à suivre la DO580 de différentes cultures de Synechocystis à différents 

moments de sa croissance. 
On démarre la courbe à DO580=0,02 (par exemple), puis on prend des mesures de DO580 rapprochées au 

début, puis plus espacées dans le temps par la suite. Soit 2 par jour pendant la « log phase » ou phase de 
croissance exponentielle (dure environ une semaine) puis u e esu e pa  jou . O  s a te lo s ue la ultu e 
atteint environ 2 semaines car les cellules commencent ensuite à dépérir et la DO580 cesse de croître.  

 

2-4-3- Dosage d a ti it  p o ot i e pa  g e appo teu  cat 
2-4-3-1- Extraction des protéines par pressage à la presse Eaton 

Les cellules sont congelées rapidement à - °C tha ol + a ogla e  et ass es à l aide d u e p esse de 
Eaton à 250 MPa (6 T). Le lysat est centrifugé 20 min à 15000 rpm à 4°C, le surnageant (contenant les protéines 
solubles) est aliquoté et conservé à -20°C. 

 

2-4-3-2- Mesure de la [protéines] 
Les dosages ont été réalisés par la technique de Bradford selon les indications du fournisseur (BIORAD). La 

gamme étalon (10 valeurs) est obtenue en diluant progressivement la solution standard SAB (Sérum Albumine 
Bovine) de 1 à 10 µg.ml-1 (concentration finale). Trois mesures par échantillon sont effectuées pour obtenir une 
esu e fia le de la ua tit  de p ot i es da s l ha tillo  e t ait ui a se i  au dosage CAT. 
Lo s u il s agissait de p ot i es pu ifi es, les esu es o t aussi pu t e faites su  le Nanodrop en utilisant le 

εr spécifique des protéines purifiées calculé à partir de la séquence peptidique grâce à un software sur internet. 
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2-4-3-3- Mesu e de l a ti it  cat (Chloramphénicol Acétyl Transférase) 
Cette technique permet de mesurer l effet d u  pa a t e de ultu e 

ou d u e utatio  su  l e p essio  d u  g e grâce au gène rapporteur 
cat.  

Le plasmide pSB2A contient le g e de l e z e CAT do t l e a te 
expression est garantie par des codons Stop (TT) sur les 3 pistes de 
lecture entre le gène et le promoteur, l e p esio  du g e est assu e 
pa  l i t odu tio  d u  p o oteu  d i t t dans le multiple cloning site. 
Ce plasmide se réplique à hauteur de 1 copie par chromosome dans 
Synechocystis, de ce fait il ne perturbe pas sensiblement le nombre de 
copies des promoteurs étudiés. pSB2A possède des marqueurs 
antibiotiques Sp/Smr ou Kmr selon les besoins.  

 
Lorsqu'un promoteur est cloné dans pSB2A, en amont du gène cat, il 

dirige la synthèse de l'enzyme CAT qui confère aux cellules la résistance 
au chloramphénicol. La cassette de test des promoteurs contient 

également un terminateur de 
transcription en amont, et des 
codons stop de traduction dans les 
3 phases de lecture. Ainsi, l'activité 
de l'enzyme CAT ne reflète que la 
force du promoteur analysé.  

 
 
 
 
 
 
 
 

Le dosage est basé sur le principe suivant : 
A t latio  du hlo a ph i ol pa  l e z e CAT : 
 

                                                                  
 
 

‘ du tio  de l a ide , -DiThiobis-2-NitroBenzoïque (DTNB, dimère par liaison disulfure)                                
 
 
 

L a ide ThioNit oBe zoï ue TNB  a so e à , le sui i de l a ti it  CAT est do  ais  d s lo s u o  suit 
l appa itio  de es ol ules à . 

Le p oto ole o siste à effe tue  u e p e i e i ti ue à  d u  la ge de : 
- 1mL : DTNB 0,4mg.mL-1 + Acétyl CoA 0,1mM + Tris HCl M pH=   Bla  d a so ptio  
-  à L d e t ait p ot i ue. 

La première cinétique dure 2 minutes et se fait en absence de chloramphénicol. Le Spectrophotomètre 
DUB640B va calculer lui- e la pe te de ette ou e ui t aduit l a ti it  DTNB-réductase naturelle dans 
l e t ait p ot i ue. 

La deuxième cinétique démarre e  ajouta t L de Chlo a ph i ol. La pente de la nouvelle courbe 
t aduit do  l a ti it  des e z es CAT de l e t ait p ot i ue de Synechocystis, si on lui soustrait la pente de la 
première courbe.  

Réaction 1 : 

Réaction 2 : 
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Voici la formule permettant de convertir les résultats en activité CAT : 
                                                                   
 
Où :          = différence des pentes des 2 cinétiques 
        =                                  
        =    du TNB à 412nm 
           =1 mL (Tris  + DTNB + Acétyl coA) 

                  =  L 
            = olu e d e t ait p ot i ue  à  L  
             = o e t atio  e  p ot i es de l e t ait esu e pa  B adfo d 
L a ti it  sp ifi ue s e p i e e  :  nmol.min-1.mgprotéines

-1 

 
2-4-4- Conservation des souches de Synechocystis 

On emmène la culture qui nous intéresse à une DO580 d e i o   a e  les a ti ioti ues app op i s  puis o  
la o g le da s l azote li uide avec 5% de DMSO. 

L ti uetage doit t e i telligi le pou  tous et u  logiciel permet de gérer la souchotèque. On y rentre les 
noms, caractéristiques et codes de stockage de chaque nouvelle souche. 
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