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Norg: Azote organique 

NO+: Ion nitrosonium 

NO/NO: monoxyde d’azote 

NO2/NO2: Dioxyde d’azote 

NO2
-: Ion nitrite 

NO3
-: Ion nitrate 

O=Me(n+1): Complexe métallique oxydé 

O2: oxygène 

O3: Ozone 

O2
 -: anion superoxyde 

OH: radicaux hydroxyle 

ONOO-: peroxynitrite 

ONOOH: acide peroxynitreux 

R-S: radicaux thyils 

R-SH: thiols 

R-S-OH: Acide sulfénique 

R-S-NO: S-nitrothiol 

R-S-S-R': ponts disulfures 
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I. La pollution atmosphérique : l’une des plus 
grosses menaces sanitaires et environnementales  

1. Les principaux polluants atmosphériques  

 Les polluants atmosphériques peuvent être définis comme des composés, sous forme 

de gaz ou particules, abiotiques ou non, altérant considérablement la qualité de l’air (N2/O2, 

78% /21%) (Skalska et al., 2010). Cette pollution peut avoir des conséquences sur la santé 

(humaine, faune), ainsi que des répercutions écologiques et matérielles. Ces effets dépendent 

notamment de la concentration des polluants dans l’atmosphère et/ou de la durée d’exposition. 

Parmi l’ensemble des polluants retrouvés dans l’atmosphère, ces derniers peuvent être 

classés selon trois critères : leur origine (génération primaire ou secondaire), leur état physique 

(gaz ou solide) et leur source (naturelle ou anthropogénique). Les polluants primaires (e.g. 

CO, SO2, NO/NO2) sont directement émis à la source, tandis que les polluants secondaires 

(e.g. O3, HNO3) sont formés à la suite d’une réaction chimique entre les différents polluants 

primaires (Figure 1).  

 

Figure 1 : Les principales sources de la pollution de l'air 
(https://beta.gov.scot/publications/cleaner-air-scotland-road-healthier-future/pages/6/) 

 L’organisation mondiale de la santé (OMS) a préféré classer ces polluants en quatre 

grandes familles : les polluants classiques (plus abondants), organiques (hydrocarbonés), 

inorganiques (minéraux) et les polluants « d’intérieur » (WHO, 2000). Les polluants classiques 

sont continuellement mesurés en raison de leurs effets néfastes sur la santé. Ils regroupent le 
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dioxyde d’azote (NO2), l’ozone (O3), les particules fines de 2,5 à 10 µm (PM ; e.g. 10µm : 

poussière, pollen ; 2,5µm : composés organiques, métaux), les composés organiques volatiles 

(COV), ainsi que le dioxyde de soufre (SO2) (Archibald et al., 2017).  

2. Quelques chiffres clefs 

La pollution atmosphérique représente la plus grosse menace environnementale à 

l’échelle mondiale pour la santé. En effet, en 2016, près de 91% de la population mondiale est 

localisée dans des zones où les seuils de qualité de l’air sont dépassés. De plus, environ 7 

millions de morts prématurés dans le monde ont été attribués à la pollution atmosphérique au 

cours de cette même année, dont 500 000 en Europe (OMS, 2018 ; 

https://www.who.int/airpollution/ambient/en/). En 2016, les pathologies associées à 

l’exposition aux polluants atmosphérique et conduisant à cette mortalité prématurée sont les 

cardiopathies ischémiques (34%), les pneumonies (21%), les accidents vasculaires cérébraux 

(AVC) (20%) les bronchopneumopathies chroniques obstructives (19%) et les cancers 

pulmonaires (7%) (OMS, 2018 ; https://www.who.int/airpollution/ambient/en/).  

 Les particules fines, notamment de 2,5 µm, ont été classées carcinogènes par le 

Centre International de Recherche sur le Cancer de l’OMS en β01γ. Elles représentent l’une 

des plus grandes menaces avec 399 000 morts prématurés associés en Europe en 2014 

contre 75 000 pour le NO2 et 13 600 pour l’O3 (European Envionment Agency, 2018). 

Néanmoins les tendances actuelles démontrent une diminution du taux de mortalité associée 

à ces polluants excepté pour le NO2 qui ne cesse d’augmenter (68 000 morts en 2013) 

(European Envionment Agency, 2015).  

II. Les oxydes d’azote: des composés préoccupants 

1. Définition et sources de production 

Le terme d’« oxydes d’azotes » (NOx) regroupe l’ensemble des composés chimiques 

constitués d’atomes d’azote et d’oxygène. Différents états d’oxydation des NOx, allant de N(-

III) à N(+V), sont observés dans l’environnement (Depayras et al., 2018). Les deux espèces 

majoritaires de cette famille sont le monoxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) 

(Skalska et al., 2010). D’après leur structure de Lewis, ces deux composés sont retrouvés 

sous la forme de radicaux libres notés respectivement NO et NO2 (présence d’un électron 

non-apparié). Afin d’homogénéiser la suite du texte, ces deux radicaux seront nommés NO et 

NO2. 

Les oxydes d’azote émis dans l’atmosphère sont constitués à 90% de NO et à 10% de 

NO2. Dans l’air, le NO2 est retrouvé sous sa forme dimérique appelée peroxyde d’azote (N2O4) 

https://www.who.int/airpollution/ambient/en/
https://www.who.int/airpollution/ambient/en/
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Ce phénomène est hautement conservé au sein de divers règnes, soulignant ainsi 

l’implication et l’importance du NO dans de nombreux processus physiologiques. En 1998, le 

NO se voit attribuer le rôle de médiateur clef dans des cascades de signalisations 

intracellulaires par Furchgott, Ignarro et Murad, leur valant ainsi le prix Nobel de médecine 

(Tableau 1) (Ignarro and Murad, 1995). 

Tableau 1 : Distribution et principales caractéristiques physiologiques des NOS. 

Règne Isoforme Localisation Fonction Référence 

A
n

im
al

 
(d

on
t l

’H
o

m
m

e)
 

eNOS Cytoplasme des cellules 
endothéliales Relaxation musculaire (Zhao et al., 2015) 

iNOS Cytoplasme des 
macrophages 

Activité anti-bactérienne, 
-virale et -tumorale 

(Lechner et al., 
2005) 

nNOSα 
Cytoplasme des 
neurones post-

synaptiques 
Neurotransmission 

(Mungrue and 
Bredt, 2004) 

nNOSµ 
Cytoplasme des cellules 

cardiaques et des 
muscles squelettiques 

Dilatation vasculaire et 
augmentation de la pression 

sanguine 

V
ég

ét
al

 

NOS cytosol 
Croissance et développement 

Réponse à des facteurs 
(a)biotiques 

(Frungillo et al., 
2014; Gupta et al., 

2011) 

P
ro

ca
ry

o
te

 

bNOS cytoplasme 
Molécule signal 

(reprogrammation 
métabolique ?) 

(Crane, 2008; 
Sudhamsu and 
Crane, 2009) 

Chez l’Homme, le NO et ses produits réactionnels jouent un rôle de médiateurs 

notamment dans la neurotransmission, le système cardiovasculaire et respiratoire, la 

relaxation musculaire ainsi que la réponse inflammatoire à des concentrations physiologiques 

(Lechner et al., 2005; Mungrue and Bredt, 2004). Le NO est un radical libre, neutre, 

hydrophobe et de petite taille. Ces différents paramètres lui confèrent une très forte capacité 

à diffuser au travers des membranes lui permettant d’agir à distance de son lieu de 

formation (100µm - 1mm) (Ignarro, 1990). Néanmoins le NO n’est ni un bon oxydant, ni un bon 

réducteur, et présente une faible réactivité avec des biomolécules (Radi, 1996). Ces 

caractéristiques expliquent la durée de vie de ce composé relativement longue in vivo (1-30s) 

(Ignarro, 1990). Ainsi, l’activité du NO est liée à sa réactivité avec de nombreux radicaux libres 

notamment l’anion superoxyde (O2
•-), les radicaux hydroxyles (•OH) et le •NO2 (Figure 4) ou 

encore les résidus tyrosyles (Tyr•), thiols (RS•), peroxyles (ROO•), et les complexes métalliques 

(hèmes) (Partie II : Le stress nitrosant).  
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de nitrates (NO3
-) (4) (Mahoney, 1970). L’ONOO-

, contrairement au NO, présente une durée 

de vie très courte (10ms-1s) liée à son fort pouvoir réactionnel (Radi, 2013). Néanmoins le 

peroxynitrite ne diffuse pas à travers les membranes biologiques suggérant ici que son activité 

est principalement localisée à son lieu de production (Möller et al., 2008). Cependant, sa forme 

réduite (ONOOH) est capable de diffuser librement au travers des membranes (Szabó et al., 

2007), tout comme le NO2 (Möller et al., 2008). 

Généralement les propriétés oxydantes et nitrosantes du NO s’avèrent moindres que 

celles de ces dérivés réactionnels (RNS), tels que le peroxynitrite (ONOO-), l’acide 

peroxynitrique (ONOOH) ainsi que le NO2. Les principales cibles de ces composés sont les 

lipides, les protéines, les acides nucléiques et les sucres (Bartesaghi and Radi, 2018), décrites 

plus amplement dans la Partie II - Stress nitrosant. En effet, ces composés jouent un rôle 

important dans le développement de pathologies humaines (Depayras et al., 2018). 

3.2. Les NOx et la santé : des composés charnières entre 

physiologie et pathologie humaine 

La forte réactivité de ces composés, ainsi que leur fort pouvoir oxydant et/ou nitrosant 

suggère leur implication dans l’altération chimique puis fonctionnelle de nombreuses 

molécules biologiques (Partie II - Stress nitrosant). Cependant, dans des conditions 

physiologiques, de nombreux systèmes vont limiter l’impact négatif de ces NOx (système de 

réparation, détoxification ou système « tampon ») et la génération d’autres RNS (SOD, 

GSH…). Néanmoins lors de concentration intracellulaire aberrante en NOx et RNS, ces 

composés peuvent être la cause de nombreuses pathologies (Depayras et al., 2018). Deux 

phénomènes sont à l’origine de ce déséquilibre : (i) une exacerbation de leur production et/ou 

(ii) un apport excessif exogène (pollution atmosphérique). De manière surprenante, ce 

phénomène est largement exploité, conjointement à la production de ROS et à l’inter-réactivité 

entre ces deux familles, au sein des cellules macrophagiques. Ce processus est impliqué dans 

la lutte anti-virale, anti-tumorale ou anti–bactérienne (Lechner et al., 2005). Les NOx jouent 

donc un rôle charnière dans la régulation de fonctions physio- ou pathologiques en fonction 

des concentrations produites ou exogènes. Ainsi, la double facette de ces composés a été 

illustrée dans ma revue intitulée : « The hidden face of Nitrogen oxides : from toxic effetcs to 

potential cure ? », ci-dessous.  
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3.3. Les seuils de tolérance  

 Au vue de la forte pathogénie de ces NOx, des études épidémiologiques compilées 

par l’OMS et l’INERIS ont permis de déterminer les seuils de NO et NO2 pouvant conduire à 

des effets réversibles (toux, nausées, malaises), irréversibles (asthme, allergie, maladies 

cardiovasculaire et respiratoire), voire létaux (Depayras et al., 2018). Ainsi des seuils 

d’émissions tolérés en NO2 ont été proposés afin de limiter leur impact en santé public 

(INERIS, 2011; Organisation Mondiale de la Santé, 2005). Néanmoins, la réaction complète 

et rapide du NO dans l’atmosphère (Figure 2), telle que sa conversion en NO2 (Hanrahan, 

1999), rend impossible la détermination des seuils d’émissions propres à ce gaz. De plus, le 

NO2 présente un plus fort pouvoir pathogène sur l’Homme. Par conséquent la moyenne horaire 

du NO2 à ne pas excéder est de 0,1 ppm (200 µg/m3) et la moyenne annuelle est de 0,02 ppm 

(40 µg/m3) (Organisation Mondiale de la Santé, 2005), aussi mentionnées au sein de la revue 

précédente (Depayras et al., 2018). 
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4. Les stratégies limitant la pollution : une lutte 

constante 

4.1. Les traités gouvernementaux : un effort commun 

Depuis l’ère de la révolution industrielle (XIXème siècle), un grand nombre de pays ont 

démontré un développement technologique exponentiel, notamment dans les secteurs des 

transports et des industries. Néanmoins ces avancées ont conduit à une nette augmentation 

de la pollution atmosphérique. Au vu des conséquences environnementales et sanitaires 

désastreuses à l’échelle mondiale, les différents gouvernements ont collectivement établi des 

lois limitant l’émission de ces polluants. Ainsi, à l’échelle internationale, l’Organisation des 

Nations Unies (ONU) a fait signer les protocoles de Kyoto (1997) et de Göteborg (1999). Ces 

deux protocoles tendent à réduire l’émission de gaz à effet de serre (Kyoto) et les phénomènes 

d’acidification et d’eutrophisation (Göteborg). La stratégie communautaire européenne de 

surveillance de la qualité de l’air se base sur la directive du 21 mai 2008 (2008/50/CE) et celle 

du 15 décembre 2004 (2004/107/CE). Néanmoins, les seuils d’émissions proposés dans ces 

directives étant largement dépassés, une nouvelle directive a été rédigée. Cette directive du 

14 décembre 2016 (2016/2284) engage, par exemple, la France à diminuer de 50%, puis de 

69% ses émissions d’oxydes d’azotes, aux horizons respectifs de 2020 et 2030. Dans le 

prolongement de cette directive et dans le cadre de la transition énergétique, le ministre de 

l’écologie, Nicolas Hulot, a proposé son plan de réduction des émissions de polluants 

atmosphériques (PREPA) en 2017. Ce dernier vise principalement les secteurs industriels, 

des transports, résidentiels, et agricoles. 

4.2. La « déNOxification » :  

 En parallèle de ces diverses stratégies politiques, de nouvelles technologies « anti-

pollution » ont été développées. On retrouve principalement des procédés physico-chimiques 

(Skalska et al., 2010). L’ensemble de ces techniques sont applicables aux différents secteurs 

d’émissions, soit prioritairement, les industries (chimiques, centrales d’énergie) et les 

transports. Ces technologies tendent à diminuer les émissions de polluants atmosphériques 

en les convertissant en composés moins, voire non, toxiques, pour l’environnement. Comme 

mentionné précédemment, les NOx proviennent à 90% d’activités anthropogéniques, et plus 

précisément à la suite de processus de combustion. Ainsi, trois étapes clefs de la combustion 

sont ciblées dans ces stratégies d’abattement des NOx : la précombustion, la combustion et 

la postcombustion. Les paramètres principaux pouvant jouer sur les deux premières étapes 

sont le choix (i) du comburant, (ii) du combustible et (iii) de la température utilisée. Concernant 

l’étape de postcombustion, un large panel de techniques, physiques ou chimiques, existe. Les 
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procédés chimiques peuvent être basés sur un principe de réduction (réduction sélective 

catalytique ou non), ou d’oxydation des NOx (oxydation photo-catalytique, injection d’O3, 

utilisation de plasma non-thermique) (Brüggemann and Keil, 2008; Devahasdin et al., 2003; 

Mok and Lee, 2006). Les procédés physiques sont basés sur l’adsorption (charbon actif) ou 

l’absorption des NOx (solutions alcalines) (Mok and Lee, 2006; Rubel et al., 1995). Pour plus 

de détails, la lecture de la revue de Skalska sur les stratégies d’abattement des NOx (Skalska 

et al., 2010) est fortement suggérée. Plus récemment, l’application de biotechnologies dans la 

lutte anti-« NOx » a également vu le jour. En effet, la biofiltration avec l’utilisation de bactéries 

ou de microalgues dénitrifiantes (Yang et al., 2007; Yen et al., 2015) peut être citée. Une autre 

alternative, la phylloremédiation (adaptation de la phytoremédiation), est en cours de 

développement (Wei et al., 2017). Cette technique est basée sur l’exploitation du système 

foliaire, absorbant le NO et le NO2 (Morikawa et al., 1998), et de la phyllosphère microbienne 

dotée de systèmes de nitrification générant des nitrates utilisés pour la croissance de la plante 

les hébergeant (Whipps et al., 2008).  

 Malheureusement, les techniques décrites précédemment sont onéreuses et/ou 

présentent des limites d’utilisation pour obtenir des efficacités optimales, souvent de l’ordre de 

80% (Skalska et al., 2010). Aussi les chercheurs s’intéressent, en parallèle, à développer des 

solutions pour limiter l’impact des NOx d’un point de vue sanitaire. Cela peut s’illustrer par la 

mise sur le marché de masques « anti-pollution ». Bien qu’encore victimes de controverse, 

ces masques seraient capables de filtrer un grand nombre de polluants atmosphériques 

(Pacitto et al., 2019). Il est possible de citer notamment celui développé récemment par 

l’entreprise française R-pur se positionnant comme la référence sur le marché en termes de 

norme européenne (FFP3) (https://www.r-pur.com/).  

https://www.r-pur.com/
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 La forte réactivité des NOx avec de nombreux constituants vitaux de la cellule (lipides, 

protéines, sucres et acides nucléiques) est à l’origine de stress importants pour la bactérie 

(Bartesaghi and Radi, 2018). De plus, le stress nitrosant présente une grande interconnexion 

avec le stress oxydant, via la réaction des RNS avec des espèces réactives de l’oxygène 

(ROS), ainsi que l’ensemble des mécanismes de réponse au stress en commun (Bartesaghi 

and Radi, 2018). Bien qu’un grand nombre de connaissances soient actuellement disponibles 

chez l’Homme, les microorganismes sont peu documentés à ce sujet et, pourtant, également 

fortement exposés à ces polluants. En effet, un grand nombre de microorganismes possèdent 

la bNOS (Chapitre 1, Partie 2). Cette enzyme générant du NO est largement conservée 

(Crane, 2008; Sudhamsu and Crane, 2009). Néanmoins, les bactéries sont également 

exposées à ces polluants aussi bien environnementaux (air, sol, eau) que dans leur hôte. En 

effet, différents organismes (mammifères, plantes) synthétisent du NO, largement utilisé pour 

ses fonctions de signalisation intra-tissulaire (sGC) ou lors de réactions immunitaires dans les 

cellules macrophagiques (Depayras et al., 2018). La présence de cette enzyme et son intérêt 

pour la bactérie sont difficiles à appréhender. Afin d’expliquer l’intérêt de cette enzyme, deux 

paléo-microbiologistes ont proposé une fonction de détoxification de l’O3, largement majoritaire 

dans l’atmosphère de l’ère primitive. Ainsi, le NO formé réagirait avec l’O3, limitant par la suite 

le stress oxydant dans le microenvironnement proche de la bactérie (Feelisch and Martin, 

1995). Un autre point important dans la relation microorganismes-RNS est l’utilisation des NOx 

dans le métabolisme des bactéries de type nitrifiantes et dénitrifiantes. Ces phénomènes sont 

essentiels dans le cycle biogéochimique de l’azote (Depayras et al., 2018; Watmough et al., 

1999). 

I. Le cycle de l’azote et le métabolisme bactérien 

L’azote est un composé essentiel à la vie puisqu’il est un constituant élémentaire de 

nombreuses molécules biologiques (acide aminés, acide nucléiques) (Ferguson, 1998). Bien 

que prépondérant dans l’air (Skalska et al., 2010), cette molécule diatomique présente une 

double liaison à forte énergie difficilement hydrolysable (Jia and Quadrelli, 2014). Ainsi, l’azote 

gazeux n’est pas assimilable par les animaux. Ces derniers s’alimentent donc de végétaux 

pour pallier à leurs besoins en azote. Néanmoins, les plantes ne sont également pas capables 

d’utiliser l’azote gazeux directement, mais sous ses formes métabolisables (e.g.. nitrate, nitrite, 

ammoniac). C’est ainsi qu’intervient un grand nombre de microorganismes environnementaux 

(champignons, algues, bactéries). Ces microorganismes sont capables de fixer l’azote gazeux 

c’est-à-dire de l’assimiler et de le nitrifier (e.g. bactéries « nitrifiantes »). Une fois sous leurs 

formes métabolisables, les composés azotés sont assimilés en protides par les bactéries ou 

prélevés puis assimilés par les végétaux avant de poursuivre la chaîne alimentaire. Pour éviter 

la déplétion totale d’azote gazeux dans l’atmosphère, les composés azotés organiques sont 
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(Shrimant Shridhar, 2012). Plus de 90% de l’azote gazeux serait fixé par ces microorganismes 

(https://www.britannica.com/science/nitrogen-fixing-bacteria). La clef de cette conversion du 

N2 en NH3 réside dans le complexe protéique nitrogénase intracellulaire codé par l’opéron 

génique nif, variable selon l’espèce bactérienne (Hoffman et al., 2014; Zehr et al., 2003). Ce 

complexe protéique est composé de deux sous-unités protéiques à cœur métallique, la 

dinitrogénase (complexe protéine-Molybdène-Fer) et la dinitrogénase réductase (complexe 

protéine-Fer) (Cheng, 2008). Un important apport d’énergie (16 molécules d’ATP/ 1 molécule 

de N2 fixée) ainsi que la présence de cofacteurs, tels que la ferrédoxine, sont nécessaires aux 

étapes d’oxydo-réduction successives (EC 1.18.2.1), générant ainsi le NH3. Précédemment 

formés dans l’espace intracellulaire, l’ammoniac est converti, spontanément en présence 

d’eau, en ammonium et radicaux hydroxyles. D’autres sources d’ammonium intracellulaires 

sont notamment (i) son absorption directe du milieu extracellulaire via le transporteur 

cytoplasmique Amt (Wingreen, 2013) ou (ii) sa formation suite à la décomposition de matières 

organiques, minéralisation, ou ammonification (Schimel and Bennett, 2004), par des 

champignons ou bactéries du sol (Blair et al., 1990; Kaiser et al., 2015). Néanmoins 

l’ammonium, à forte concentration, est un composé toxique pour la bactérie (Müller et al., 

2006). Il est donc rapidement consommé par la bactérie via sa conversion (i) en composés 

azotés organiques (assimilation) ou (ii) en ions nitrites et nitrates (nitrification) (Geisseler et 

al., 2010). L’assimilation correspond à la transformation de l’ammonium ou de l’ammoniac en 

composés organiques générant ainsi des acides aminés, dont la glutamine et le glutamate 

sont les précurseurs. Deux voies métaboliques sont responsables de ce processus (i) via la 

réaction successive de la glutamine synthétase (GS) et de la glutamate synthase (GOGAT), 

générant respectivement la glutamine et le glutamate, ou via (ii) l’activité de la glutamate 

déshydrogénase (GDH) (Yuan et al., 2009). Le groupement amine (-NH2) est ensuite transféré 

à un autre acide -cétonique par transamination à l’aide d’une aminotransférase permettant 

ainsi la synthèse de nouveaux acides aminés (Gale, 1940; Lichstein and Cohen, 1945). La 

nitrification est l’oxydation de l’ammonium ou l’ammoniac en nitrate, localisée dans l’espace 

périplasmique (Myrold, 1998). Ce processus est réalisé en deux étapes : la nitration et la 

nitrosylation réalisées par deux groupes bactériens distincts (Winogradsky, 1890).  

  La nitration est effectuée par Nitrosomonas sp. via l’activité de l’ammonium oxydase 

(AMO) et de l’hydroxylamine oxydase (HAO) conduisant à la formation de nitrite (Whittaker et 

al., 2000). Cette étape conduit à l’apparition d’un intermédiaire réactionnel, l’hydroxylamine 

(NH2OH), et d’autre NOx (NO, N2O) potentiellement réémis dans l’atmosphère (Caranto and 

Lancaster, 2017). 

  L’étape de nitrosylation est, quant à elle, réalisée par Nitrobacter sp.. Elle consiste en 

l’oxydation des nitrites en nitrates, catalysée par la nitrite oxydoréductase (Nxr). Cependant, 
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ce concept est désormais soumis à controverse avec l’apparition de la notion de comammox 

pour «complete ammonia oxydizer » (Hu and He, 2017). En effet, de récentes études ont établi 

le portrait de Nitrospira sp. capable d’effectuer la nitrification de l’ammonium entièrement à elle 

seule (Daims et al., 2016; van Kessel et al., 2015). Cette étape de nitrification génère des 

électrons et des atomes d’hydrogène dans l’espace périplasmique. Ces composés sont 

transférés respectivement à la chaîne de transfert d’électron et à l’ATP synthase restaurant 
ainsi partiellement la dépense énergétique occasionnée lors de la fixation (Kuypers et al., 

2018). Le NO est également formé au niveau cytoplasmique sous l’activité de la bNOS par 

divers genres bactériens : Streptomonas sp., Deinococucus sp., Staphylococcus sp., Bacillus 

sp (Crane et al., 2010). Le NO est toxique à forte concentration, aussi des processus de 

détoxification sont nécessaires à la survie bactérienne. La première enzyme de détoxification 

du NO intracellulaire a été découverte chez E. coli (Poole et al., 1996c). Il s’agit de la 

flavohémoprotéine Hmp capable de convertir le NO en nitrate (Chapitre 2, Partie 3) 

(Bonamore and Boffi, 2008). 

2. Le recyclage de l’azote : dénitrification classique et 

cas particuliers 

La dénitrification est un processus intervenant dans le recyclage de la matière azotée 

organique en azote gazeux par des étapes de réductions successives en conditions d’anoxie. 

Ce processus est largement répandu chez de nombreux genres bactériens tels que Bacillus 

sp., et Pseudomonas sp. (Martens, 2005; Zumft, 1992). L’ensemble des enzymes intervenant 

dans cette réaction est couplée à la chaîne de transfert d’électrons (ETC). Dans ce cas, l’anion 

nitrate joue le rôle d’accepteur terminal de l’ETC. La première étape de ce processus consiste 

à l’assimilation du nitrate (réduction en nitrite) par une nitrate réductase (NR). Il en existe trois 

types différents notamment de par leur localisation cellulaire et leurs implications : la NAR 

(membrane interne, respiration anaérobie), la NAP (périplasme, désassimilation) et la NAS 

(cytoplasme, assimilation) (Moreno-Vivián et al., 1999). L’enzyme NAR, couplée à la 

ferrédoxine, catalyse la réduction du nitrate en nitrite dans le compartiment cytoplasmique. 

Elle est couplée à l’ETC qui apporte les électrons nécessaires à cette réaction (Figure 6).  
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nécessitent un apport d’électrons et de protons, fournis par l’ETC. Tout comme la NAP, de par 

leur localisation et activité, elles ne contribuent pas à la force protomotrice (Zumft, 1997). Une 

libération de NO, N2O et N2 dans l’atmosphère est observée lors de ce processus (Skiba et al., 

1993). Un mécanisme alternatif de conversion du nitrate en N2 gazeux a été décrit chez des 

bactéries de type anammox (« anaerobic ammonia oxidizer ») issues du phylum 

Plantomycètes (Jetten et al., 2003; Mulder et al., 1995). Trois étapes réactionnelles 

successives d’oxydation en anaérobie du nitrate sont réalisées dans l’espace périplasmique. 

Elles sont catalysées par la NIR, l’hydrazine synthase (HZS) et l’hydrazine déshydrogénase 

(HDH) conduisant à la formation d’intermédiaires réactionnels : le NO, et l’hydrazine (N2H4) 

(Kartal et al., 2011). Enfin des réactions de réduction des nitrates en ammoniac sont également 

observées chez des microorganismes de type DNRA (« dissimilatory nitrate reduction to 

ammonia »), marins ou terrestres (Einsle et al., 1999). Ce processus est en compétition directe 

avec la dénitrification via l’utilisation des ions nitrates. De plus, contrairement à la 

dénitrification, la DNRA empêche la perte de l’azote (N2), ainsi que le relargage atmosphérique 

de polluants tels que le N2O (Putz et al., 2018). En effet, comme évoqué précédemment, 

l’ammoniac peut ensuite être assimilé en matière organique (Figure 5). Cette conversion est 

catalysée par une cytochrome c nitrate réductase (NrfA) périplasmique ou la nitrite réductase 

cytoplasmique (NirBD). NrfA est distribuée chez un grand nombre de bactéries (Mohan et al., 

2004) et largement étudiée chez E. coli (Einsle, 2011). Plus récemment, une étude 

d’intéractomique a mis en évidence un potentiel couplage entre le complexe protéique associé 

au flagelle et la dénitrification chez Pseudomonas (Borrero-de Acuña et al., 2017). Ce 

mécanisme pourrait souligner la mise en place de mécanisme de fuite des microorganismes 

hors d’un micro-environnement inapproprié à leur développement.  

Chez Pseudomonas sp. la dénitrification est un mécanisme finement régulé suite à la 

modulation de nombreux facteurs transcriptionnels. Les facteurs influençant l’activation de ces 

régulation sont : (i) le taux d’oxygène dans le microenvironnement proche (ANR) ou (ii) la 

présence de composés azotés type NO (DNR) ou NO3
-
, NO2

- (NarX/L) (Arai, 2011). L’ensemble 

des mécanismes de régulation de la dénitrification seront abordés plus en détails 

ultérieurement (Chapitre 2, Partie 3).  
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II. Les principales cibles des NOx 

1. La membrane au centre des interactions ROS/RNS 

1.1. Perméabilité et diffusion des ROS et RNS prépondérants 

à l’échelle cellulaire  

Les membranes biologiques, principalement constituées de bicouches de 

phospholipides et de proteines membranaires représentent une formidable barrière naturelle 

hydrophobe imperméable à certains composés en fonction de leur taille et de leur charge 

(Lodish et al., 2008). Ainsi, certaines molécules telles que les gaz (e.g. O2, CO2), des 

molécules hydrophobes ou petites molécules polaires non chargées (e.g. H2O), traversent 

cette membrane par diffusion simple. La présence de protéines (canaux, transporteurs, 

pompes) en son sein, confère une modulation de cette perméabilité (Lodish et al., 2008; Orsi 

et al., 2009). En effet, certaines grosses molécules ou composés chargés vont diffuser de 

manière facilitée à l’aide de ces protéines. Dans certains cas, cette diffusion est passive et 

dépend principalement du gradient de concentration de cette molécule de part et d’autre de la 

membrane (Bienert et al., 2007). Dans le cas inverse, un apport d’énergie est nécessaire ce 

qui correspond à un transport actif (ATP-dépendant) et est généralement dans le sens inverse 

du gradient (Heinz and Patlak, 1960). Le développement de différents modèles de membranes 

artificielles (liposomes) contenant principalement de la phosphatidylcholine (PC) tels que les 

EYPC (PC issues de jaune d’œuf), ou des systèmes vésiculaires plus complexes (Low-Density 

Lipoprotein ; LDL), ont permis de mesurer cette capacité de diffusion de diverses molécules 

et ions (Figure 5B) (Goss et al., 1999; Möller et al., 2008). Néanmoins, la variabilité de ces 

modèles (composition, température, épaisseur) induisent une hétérogénéité de la 

quantification des coefficients de perméabilité (cm.s-1) retrouvée dans la littérature (Möller et 

al., 2008). De plus, les ROS et RNS ne présentent pas tous les mêmes propriétés chimiques 

(charge, polarité, taille, réactivité) conférant ainsi des capacités de diffusion, au sein de ces 

membranes, propres à chaque espèce (Figure 7A et B).  
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superoxyde, le peroxyde d’hydrogène est capable de réagir avec des ions fer, groupements 

métalliques (réaction de Fenton) pouvant conduire à l’apparition de ROS supplémentaires (O2
•- 

ou OH- et •OH) (Winterbourn, 1995) (Figure 8). Le peroxyde d’hydrogène présente un Pm 

faible (2.10-4 cm.s-1) soulignant une diffusion moindre dans la membrane (Bienert et al., 2006). 

Néanmoins, le H2O2 est capable d’utiliser les aquaporines (AQP), protéines membranaires 

permettant la diffusion de l’eau, afin de traverser les membranes (Bienert and Chaumont, 

2014) (Figure 7A). Ainsi, une étape supplémentaire dans la détoxification de l’O2
- est donc 

nécessaire pour transformer l’H2O2 en H2O. De nombreuses enzymes peuvent intervenir dans 

ce processus telles que la catalase (Cat), la glutathion peroxydase (GPx) ou encore la 

peroxirédoxine (Prx) et la thiorédoxine (Trx) (Netto and Antunes, 2016; Rhee et al., 2005). 

L’ONOO-, de par son coefficient de perméabilité faible (8.10-4 cm.s-1) (Marla et al., 

1997), diffuse difficilement dans la membrane, mais pourrait utiliser des canaux à anion 

(Denicola et al., 1998). En revanche, sa forme conjuguée, l’acide peroxynitrique (ONOOH) 

diffuserait plus facilement à travers la membrane (PONOOH =1,3.10-3 cm.s-1) (Denicola et al., 

1998; Khairutdinov et al., 2000). Au sein de la membrane, la réaction d’homolyse de l’ONOOH 

est facilitée (Liu et al., 1998). Cette réaction conduit à la formation de deux produits plus 

toxiques, le NO2 et de radical hydroxyle OH (Figure 4) dont la forte réactivité au sein de ce 

compartiment sera discutée ultérieurement. En parallèle, l’ONOO- peut également réagir avec 

le CO2, gaz diffusant de manière passive au travers de la membrane (PCO2=3,2 cm.s
-1). Cette 

réaction génère l’ion carbonate (CO3
-) et le NO2, également oxydants (Ferrer-Sueta and Radi, 

2009). Néanmoins, comme présenté précédemment, le CO3
- est incapable de diffuser de 

manière passive dans la membrane (PCO3-=2.10-7 cm.s
-1

) (Gutknecht et al., 1977). L’utilisation 

d’un canal à anion, comme l’ONOO- et l’O2
-, pourrait être une alternative à sa diffusion dans 

la membrane (Möller et al., 2008). La réactivité entre l’ONOO-  et le CO2 permet ainsi de limiter 

la formation d’ONOOH et des produits réactionnels délétères au niveau membranaire (Romero 

et al., 1999). 

1.2. RNS, ROS et membrane : principales altérations du 

contenu lipidique 

Les ROS et RNS présentent une forte capacité à diffuser et/ou interagir au sein de 

membranes, formant ainsi d’autres intermédiaires aux pouvoirs oxydant et nitrosant croissants 

(Bartesaghi et al., 2011; Möller et al., 2007). Néanmoins la membrane n’est pas inerte face à 

ce stress chimique. En effet, au niveau des biomembranes eucaryotes, la peroxydation, 

nitration et nitrosylation des lipides, a été largement étudiée (Botti et al., 2005; Trostchansky 
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à la fois un rôle de pro-oxydant et d’anti-oxydant via son intervention dans l’initiation et la 

terminaison de ce processus (Figure 9). La formation de ces dérivés lipidiques semble 

impacter des mécanismes de signalisation cellulaire (Baker et al., 2009; Coles et al., 2002). 

Ceci s’expliquerait par le rôle important des lipides peroxydés (LOO•) dans la formation de 

radicaux tyrosine, à l’origine de modifications post-traductionnelles de diverses protéines 

(Bartesaghi et al., 2007, 2017). Les protéines représentent ainsi une autre cible du stress 

nitrosant dont les conséquences sur la physiologie cellulaire sont non négligeables. Toutefois 

à l’échelle bactérienne, seuls des acides gras saturés et mono-insaturés sont formés (O’leary, 

1962). La nitrosylation et nitration des acides gras bactériens est donc peu probables. 

Néanmoins une exposition au NO induit d’importants changement morphologiques au niveau 

de l’enveloppe bactérienne de E. coli et de P. aeruginosa suggérant des détériorations des 

constituants l’enveloppe (Deupree and Schoenfisch, 2009). 

2. Les modifications post-traductionnelles des 

protéines et oligopeptides  

Les oxydes d’azote ainsi que leurs dérivés, notamment le peroxynitrite, présentent une 

forte réactivité au niveau de nombreuses protéines. À l’échelle protéique, les principales cibles 

du stress nitrosant sont les groupements prosthétiques métalliques ainsi que la chaîne latérale 

à résidus thiol ou groupements aromatiques de divers acides aminés (Alvarez and Radi, 2003; 

Bonini and Augusto, 2001). Ces modifications post-traductionnelles conduisent à des 

modulations de l’activité protéique en fonction de leurs localisations. L’ensemble de ces 

réactions conduisent à l’apparition de radicaux d’acides aminés, d’espèces nitrosylées ou 

nitrosées décrites ultérieurement. Les protéines ciblées par ces réactions sont, pour la plupart, 

essentielles pour le métabolisme cellulaire (TCA, phosphorylation oxydative, métabolisme du 

fer) ainsi que la signalisation et la réponse au stress nitrosant et/ou oxydant (Chapitre 2, Partie 

3). Néanmoins ces altérations sont, pour la plupart, réversibles sous l’activité de protéines 

impliquées dans la détoxification et la réponse adaptative au stress nitrosant (Chapitre 2, 

Partie 3). 
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réactionnels instables. Ces derniers, par oxydation, conduisent également à la formation de la 

3-nt (Radi, 2004). 

La découverte de la 3-nt et la compréhension de sa biosynthèse a conduit à 

l’identification d’un marqueur du peroxynitrite (Ischiropoulos et al., 1992). En effet, une 

augmentation de la concentration en 3-nt est observée dans de nombreuses pathologies 

humaines (maladies neuro-dégénératives, cardiovasculaires, immunitaires) (Pacher et al., 

2007). Sa détection peut être réalisée par colorimétrie. En effet, la nitration de la tyrosine 

conduit à un changement caractéristique de la couleur des protéines en jaune due à 

l’absorbance de la γ-nt à 420nm (pH 7,4) (Turan et al., 2005). Par la suite, des anticorps 

spécifiques à la 3-nt ont été développés afin de quantifier l’apparition de résidus γ-nt (Ye et 

al., 1996). Ces modifications peuvent engendrer des altérations de la fonction d’une protéine 

i.e. (i) une perte de fonction ou (ii) un gain de fonction. La perte de fonction nécessite qu’un 

grand nombre de cette même protéine soient nitrosylés. Néanmoins, in vivo, 1-5 résidus 

tyrosine sur 10 000 sont nitrosylés excluant ainsi cette hypothèse (Radi, 2004). De plus, la 

nitrosylation des tyrosines dépend de trois facteurs importants : (i) la localisation (ii) 

l’environnement et (iii) le processus de nitrosylation (Bartesaghi and Radi, 2018). En revanche, 

le gain de fonction nécessite qu’un petit nombre de protéines nitrosylées afin d’obtenir un 

signal substantiel. Plus récemment, un nouveau rôle a été attribué à l’apparition de γ-nt dans 

la modulation de la signalisation cellulaire. En effet, des résidus tyrosine sont impliqués dans 

les cascades de signalisation des tyrosines kinases (Bartesaghi et al., 2007; Yakovlev and 

Mikkelsen, 2010).  

2.2. Les résidus thiols dans la signalisation du stress 

nitrosant : exemple de la cystéine 

Les résidus thiols sont constitués d’un atome de soufre (R-SH) nucléophile. Ces 

résidus sont retrouvés au niveau des chaînes latérales des acides aminés méthionine et 

cystéine (Alvarez and Radi, 2003). Ces résidus, de par leurs propriétés chimiques, présentent 

également une réactivité non négligeable avec les ROS et RNS. Le résidu thiol de la cystéine 

(-CH2-SH) est l’un des exemples de cette réactivité, des plus étudiés (Figure 11).  
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(Hess et al., 2005). Le R-SNO est également formé par la S-nitrosation de thiolates via un ion 

nitrosonium NO+
 (S-nitrosation) (Zaffagnini et al., 2016). Enfin, l’apparition de dérivé 

nitrocystéine sur le glutathion (G-SNO2) est observée en présence de peroxynitrite (Balazy et 

al., 1998). L’ensemble de ces réactions illustre une certaine interconnexion dans la réponse 

au ROS et RNS. 

2.3. Les métaux hème et non-hème au centre de la réponse au 

stress nitrosant 

Les métaux, principalement les métaux de transition, sont des constituants 

inorganiques essentiels à toute forme de vie. À l’échelle cellulaire, le fer (Fe), cuivre (Cu), zinc 

(Zn) et manganèse (Mn) sont les principaux métaux de transition exploités par la cellule (Ma 

et al., 2009). La principale caractéristique de ces métaux est leur capacité à présenter 

différents états d’oxydation. Ceci est lié à la présence d’une orbitale moléculaire d partiellement 

remplie, leur permettant d’accepter un à plusieurs électrons dans cette sous-couche 

électronique (Schwarz, 2010). Naturellement présents dans l’environnement, l’import 

intracellulaire de ces métaux représente un point clef, finement régulé, afin d’assurer l’intégrité 

physiologique à l’échelle cellulaire. Cet import nécessite l’intervention de protéines piégeant et 
transportant ces métaux à l’intérieur de la cellule (e.g. sidérophores) ou permettant leur 

diffusion membranaire (porines, perméases, ABC transporteurs) (Ma et al., 2009). Cependant, 

leur concentration intracellulaire doit être finement régulée en raison de leur toxicité (Becker 

and Skaar, 2014). À l’échelle cellulaire, ces métaux sont retrouvées sous deux formes : hème 

ou non-hème (libre ou sous forme de cluster) (Kesawat et al., 2015; Outten and Theil, 2009) 

(Figure 12A et B). La forme hème est utilisée comme cofacteur protéique (métalloprotéines) 

et représente un excellent senseur de différents gaz diatomique. Un hème est constitué d’un 

anneau porphyrique et d’un atome métallique, généralement de fer (Shimizu et al., 2015) 

(Figure 12A).  
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leur implication dans la fuite des microorganismes face à un environnement inapproprié à leur 

développement. La fonction des protéines de type H-NOx bactériennes a été associée à des 

processus de vie en communauté de la bactérie tels que la régulation du biofilm (dispersion) 

et du Quorum sensing (Plate and Marletta, 2013). Cette activité peut être directement liée à la 

protéine H-NOX seule (système à un composant) ou conjointement à une histidine kinase 

(système à deux composants) activant diverses cascades de phosphorylation. Récemment, 

une H-NOX (NosP), impliquée dans des phénomènes de dispersion du biofilm en condition 

anaérobie, a été décrite chez P.aeruginosa (Hossain and Boon, 2017). 

  Les clusters [Fe-S] représentent également une cible de choix des NOx. En effet, le 

NO démontre une forte réactivité avec les centres fer de ces molécules. Plusieurs formes sont 

retrouvées in vivo telles que le [2Fe-2S], le [3Fe-4S] et le [4Fe-4S] (Crack and Le Brun, 2017) 

(Figure 12C). Ces groupements prosthétiques sont d’importants cofacteurs inorganiques de 

nombreuses protéines impliquées dans leur structuration sous forme de dimères ainsi que leur 

bon fonctionnement (Cruz-Ramos et al., 2002). Les clusters fer-soufre interviennent à 

différents niveaux physiologiques tels que la respiration (ETC) ou la transcription, mais aussi 

dans les processus catalytiques notamment en réponse au stress oxydant (e.g. détoxification, 

signalisation). Leur importance biologique peut être également soulignée par leur ancestralité 

et leur ubiquité au sein du règne eucaryote et procaryote. Parmi ces protéines au 

fonctionnement lié à un cluster Fe-S, de nombreux facteurs transcriptionnels sont trouvés tels 

que le FNR (Fumarate nitrate regulator) (Cruz-Ramos et al., 2002) IscR (iron sulphur cluster 

regulator) (Ayala-Castro et al., 2008), OxyR (Kim et al., 2002), SoxR (Gu and Imlay, 2011). 

Ainsi, ce sont d’importants senseurs des stress oxydant et nitrosant et transducteurs de 

signaux. La biogénèse des clusters [Fe-S] est réalisée par trois systèmes différents : Nif 

(Jacobson et al., 1989) Isc (Zheng et al., 1998) et Suf (Takahashi and Tokumoto, 2002). En 

règle générale, cette biogénèse est constituée d’une étape d’assemblage de novo, puis un 

transfert des groupements à une apo-protéine (inactive) conduisant à la formation d’une holo-

protéine (active) (Figure 13). 
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conséquent, les RNS sont considérés comme d’importants agents mutagènes chez de 

nombreux organismes allant des bactéries (Guillemet et al., 2016; Sidorkina et al., 1997) aux 

mammifères (Zhuang et al., 1998). Parmi l’ensemble des acides nucléiques attaqués par le 

stress nitrosant, le cas de la désoxyguanosine reste le plus étudié. Cet intérêt est suscité 

notamment : (i) par leur sensibilité aux ROS et RNS (Steenken and Jovanovic, 1997) ainsi que 

(ii) par l’utilisation de la 8-nitroguanine comme marqueur des nitrations sur l’ADN dans les 
urines (Sawa et al., 2006). Les principaux RNS intervenant dans l’oxydation et la nitration de 

la guanosine sont le peroxynitrite, le trioxyde d’azote (N2O3) et l’acide nitreux (HNO2) (Figure 

14). Brièvement, les radicaux hydroxyles, notamment issus de l’hydrolyse de l’ONOOH, 

attaquent en position 8 du cycle de la base purine présente sur une molécule d’ADN simple 

brin (Figure 14A). Cette réaction conduit à la formation d’intermédiaires hydroxylés, puis 

oxydés de la conformation trans. Néanmoins l’encombrement stérique exercé par l’atome 

d’oxygène conduit à un changement de conformation de la 8-oxoβ’désoxyguanosine 

(conformation syn) (Hamm et al., 2005). Des atomes d’hydrogène sont alors masqués et ne 

peuvent permettre l’interaction classique inter-brins via des liaisons hydrogènes (Watson and 

Crick, 1953). Ainsi, deux atomes d’oxygène font face à cette zone d’interactions, à l’origine de 

liaisons covalentes inter-brins (Shapiro et al., 1977). Ces liaisons covalentes vont nuire par la 

suite à la réplication et à la transcription de l’information génétique (Caulfield et al., 1998). Un 

autre mécanisme associé au peroxynititre, à l’origine de la nitration de la guanosine, existe 

également (Figure 14A). En effet, l’ONOO- est capable de réagir en position 8 du cycle de la 

désoxyguanosine. Cette réaction conduit à la formation de dérivés diazonium instables 

subissant un changement conformationnel (trans  syn). Comme décrit précédemment, ces 

intermédiaires peuvent également être à l’origine de liaisons covalentes entre deux brins 

d’ADN. À plus long terme, une dépurination est observée, générant ainsi un site abasique et 

l’apparition de 8-nitroguanine (Yermilov et al., 1995). Ces sites abasiques (squelette 

désoxyribosique résiduel) peuvent conduire à une cassure des brins d’ADN (Eastman and 

Barry, 1992) ou encore à des mutations en raison de transversions d’acides nucléiques lors 

de la réplication (G:C en A:T) (Loeb and Preston, 1986). Chez E. coli, le NO accélère 

également l’apparition de dommages oxydatifs de l’ADN (Woodmansee and Imlay, 2003). En 

effet, le NO via l’inactivation d’enzymes impliquées dans le cycle du citrate et dans la 
phosphorylation oxydative (Figure 22, Figure 24) engendre une accumulation de NADH 

intracellulaire. Le NADH réagit par la suite avec le FAD pour donner du FADH2 (Woodmansee 

and Imlay, 2003). Enfin le FADH2 est capable de réduire l’ion ferrique en ion ferreux à l’origine 

des réactions de Fenton en présence de H2O2 (Figure 8). Ainsi une forte quantité de radicaux 

hydroxyles formés vont conduire à des altérations de l’ADN. 
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désoxyxanthosine apparaît, puis subit rapidement une dépurination pour donner un site 

abasique et la xanthine (Nnate and Achi, 2016). De nouveau, des cassures des brins d’ADN 

ou encore des mutations peuvent être formées consécutivement. De plus, les RNS sont 

directement impliqués dans l’inhibition des mécanismes de réparation de l’ADN. En effet, ils 

sont à l’origine de modifications post-traductionnelles (S-nitrosylations) d’enzymes 

essentielles à la réparation de l’ADN modulant subséquemment leurs activités (Tang et al., 

2012). 

4.  La dégradation de matrices extracellulaires de 

polysaccharides : vers une anarchie du 

microenvironnement cellulaire 

Les polysaccharides, présents au sein des matrices extracellulaires, jouent un rôle 

important dans la structuration (force, élasticité), le comportement social (adhésion, cohésion) 

et la protection (filtre) au niveau de divers tissus eucaryotes (Comper, 1996; Raines et al., 

2000), tout comme au sein des biofilms chez les procaryotes (Limoli et al., 2015). Chez 

l’animal, ces polysaccharides sont des polymères anioniques linéaires constitués de motifs de 

disaccharides (acide uronique ou galactose + glucosamine) reliés par des liaisons osidiques 

de type β1-3 et/ou β1-4 (Mikami and Kitagawa, 2013; Sarrazin et al., 2011). Ils sont retrouvés 

sous les termes de glycosaminoglycanes (GAG) sous forme libre (acide hyaluronique) ou 

conjuguée sulfatée (protéoglycanes) par liaison covalente à des protéines (chondroïtine-, 

héparane- ou kératane sulfate) (Hardingham and Fosang, 1992). L’étude de l’interaction des 

GAGs (acide hyaluronique, chondroïtine sulfate) avec des RNS, et notamment les dérivés du 

ONOO-/ONOOH (OH, NO2, CO3
-), ont permis d’observer une fragmentation de deux GAGs, 

l’acide hyaluronique et le chondroïtine sulfate, dépendante du pH et de la concentration en 

peroxynitrite (Kennett and Davies, 2009). Cette fragmentation est principalement attribuée aux 

radicaux hydroxyles et serait liée à une déshydrogénation du 4ème atome de carbone de l’acide 

uronique conduisant à la scission spécifique de la liaison osidique β1-4 (Kennett and Davies, 

2007) (Figure 15). 
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Tableau 2 : Principales caractéristiques des EPS produits chez Pseudomonas sp.  
L-GulUA : acide L-guluronique ; D-O-Ac-ManU : acide O-acétyl-D-mannuronique ; D-Man : D-mannose ; 
L-Rha : L-Rhamnose ; D-Glc : D-glucose ; D-GalNAc : N-acétyl-D-galactosamine ; D-GlcNAc : N-acétyl-
D-glucosamine. 

EPS Charge Structure des sous-unités Référence 

Alginate Négative [L-GulUA]m ( 1-4) [( 1-4) D-O-Ac-ManU]n (Franklin et al., 2011) 

Psl Neutre [( 1-3) D-Man]m ( 1-3) [L-Rha(1-3) D-Glc] 

     | 
(1-2) D-Map  

(Byrd et al., 2009) 

Pel Positive [D-GalNAc (1-4) D-GlcNAc] 
(Partiellement déterminée) 

(Jennings et al., 

2015) 

Selon l’état actuel de mes connaissances, aucune information n’est disponible concernant 

la réactivité de RNS et ROS avec ces EPS. Il est tout de même envisageable que des 

mécanismes semblables à ceux décrits précédemment  chez les eucaryotes soient 

observables in vivo.  

 

III. De la perception à la réponse au stress nitrosant, 

un processus d’adaptation et de tolérance 

1. Les stratégies de déNOxification : principaux 

facteurs limitant le stress nitrosant 

1.1. Les principaux régulateurs de la lutte anti-« nitro-

oxydante » 

Les bactéries sont capables de percevoir le stress oxydant par l’intermédiaires de 

divers facteurs de régulation notamment OxyR, SoxR/S, FNR et Fur largement décrits chez E. 

coli (Hillion and Antelmann, 2015; Seo et al., 2014, 2015). L’ensemble de ces facteurs 

présentent des sites clefs (résidus thiols, cluster fer-soufre) sensibles aux ROS, pouvant 

conduire à une activation (e.g. OxyR, SoxR) ou désactivation (e.g. FNR, Fur) de la protéine. 

Les gènes ciblés par ces facteurs sont ainsi affectés par ces modifications post-

traductionnelles. Conjointement, ces modifications vont conduire à des réadaptation du 

métabolisme bactérien en faveur d’une augmentation de la détoxification des ROS, de l’influx 

et du stockage de fer, de mécanismes de réparation (ADN, clusters fer soufre, ponts 

disulfures), de reprogrammation du métabolisme énergétique (TCA, Phosphorylation 

oxydative) ainsi que l’apparition de traits de virulence (sidérophore, antibiorésistance) 
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(Tableau 3). En présence d’un stress nitrosant, ces mêmes facteurs transcriptionnels voient 

leur activité altérée de manière similaire, illustrant ainsi l’extrême ambiguïté entre la réponse 

au stress oxydant et nitrosant. Bien que généralement retrouvés chez de nombreux genres 

bactériens, ces facteurs transcriptionnels présentent des régulons différents. En effet, chez P. 

aeruginosa, il est posible de noter par exemple l’absence de SoxS ainsi que d’importantes 

différences dans les gènes régulés (Kobayashi and Tagawa, 2004) (Tableau 3). Néanmoins, 

il semblerait que l’activité conjointe d’OxyR (Wei et al., 2012), Fur (Cornelis et al., 2009) et 

ANR (homologue de FNR) (Arai, 2011) chez P. aeruginosa, induit une réponse au stress 

oxydant et nitrosant similaire à celle observable chez E.coli.  

En effet, ces trois facteurs induisent notamment : (i) une détoxification des ROS 

(catalase, peroxydase, superoxyde dismutase) et RNS (dénitrification), (ii) une 

reprogrammation du métabolisme énergétique (TCA) et relatif au fer (sidérophores) (iii) des 

mécanismes de réparation (ADNSB, ponts disulfures, clusters fer-soufre), ainsi que (iv) 

l’expression de facteurs de virulence (biofilm, antibiorésistance, QS, sidérophores, toxines) 

(Tableau 3). 

Tableau 3 : Comparaison des régulons respectifs d'OxyR et de SoxRS et Fur, et voies 
métaboliques associées, à la suite d'un stress oxydant et/ou nitrosant, chez E.coli et P. 
aeruginosa.  
FT : Facteurs de transcription 

Souche E. coli P.aeruginosa 

FT 
Régulations Gènes cibles 

Voies 
métaboliques 

Gènes cibles 
Voies 

métaboliques 

O
xy

R
 

(R
és

id
u

s 
cy

st
éi

n
e)

 

A
ct

iv
at

io
n 

pa
r 

ox
yd

at
io

n 
ou

 n
itr

os
yl
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io

n 
de

 r
és

id
us

 
cy

st
éi

ne
s 

katG, ahpCF 
Détoxification des 

ROS 

katA, katB-ankB, 
ahpB, ahpCF 

Détoxification 
des ROS 

dps Réparation de l’ADN dps, recG 
Réparation de 

l’ADN 

grxA, gorA, trxC 
Retrait de ponts 

disulfures 
trxA, trxB2 

Retrait de ponts 
disulfures 

fur, hemH Métabolisme du fer pf4, ndlA 
Formation du 

biofilm 

sufA-E Cluster fer-soufre 
rsaL Quorum sensing 

pvdS 
Biosynthèse de 
sidérophores 

metER 
Métabolisme des 

acides aminés 
rpsL 

Synthèse 
protéique 

mepM 
Synthèse du 

peptidoglycane 
snr1 cyoA 

Phosphorylation 
oxydative 

mntH, zinT, 
znuABC, mgtA 

Transport d’ions 
métalliques 

lpxC 
Synthèse de la 

paroi 
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1.2. La prévention de la formation de composés à fort pouvoir 

« oxydo-nitrosant » 

Comme constaté précédemment, un lien très intriguant entre la réponse au stress 

oxydant et nitrosant existe. De plus, la forte réactivité entre ces espèces est dramatique pour 

la bactérie comme cela a été notamment reporté pour le peroxynitrite et son conjugué 

(ONOOH) ou encore pour le N2O3. Ainsi, il est essentiel pour la cellule de limiter en priorité 

l’interaction entre les ROS et RNS en diminuant la biodisponibilité de ces composés (e.g. via 
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al., 1996). En condition aérobie, et en présence de fer, SodB est majoritairement produite par 

P. aeruginosa pour lutter contre le stress oxydant. Néanmoins, en absence de fer, SodA prend 

le relais sur SodB. En effet, SodA est sous la dépendance du répresseur Fur. En absence de 

fer, Fur est inactivée, permettant ainsi la levée de répression excercée sur sodA (Hassett et 

al., 1996).  

Le peroxyde d’hydrogène est également un puissant agent oxydant, en particulier à 
l’échelle du contenu métallique (cf réaction de Fenton) (Winterbourn, 1995). Un arsenal 

d’enzyme a été décrit chez de nombreuses bactéries, notamment P. aeruginosa, intervenant 

dans la détoxification du H2O2 en H2O et O2. Chez P. aeruginosa, les catalases KatA et KatB, 

ainsi que les alkyl hydroxyperoxydases AhpC et AhpF, ont été identifiées pour leur activité 

peroxydase sous la dépendance du facteur transcriptionnel OxyR (Lee et al., 2005; Ochsner 

et al., 2000) (Figure 16). Les alkyl hydroxyperoxydases AhpC et AhpF sont codées par un 

opéron de deux gènes ahpCF dont l’expression est activée par OxyR en présence d’un stress 

oxidant (H2O2). Ces deux enzymes collaborent dans la catalyse du peroxyde d’hydrogène. En 

effet, AhpC décompose β molécules d’H2O2 en 2 H2O et 2 O2 à l’aide de son site catalytique 

constitué de cystéines. AhpF restore l’état d’oxydation d’AhpC via son activité thiorédoxine 

médiée par un site catalytique composé de cystéine et d’un domaine NAD(P)H oxydase. La 

catalase cytoplasmique KatB (Brown et al., 1995) forme, tout comme KatA, un tétramère 

présentant un hème fer sur chaque sous-unité et un domaine NAD(P)H oxydase (Brown et al., 

1995). Le gène katB, codant cette catalase, est retrouvé en opéron avec ankB codant une 

ankyrine, protéine périplasmique dans la membrane interne, essentielle à l’ancrage et au 

fonctionnement optimal de KatB (Howell et al., 2000). Néanmoins en présence d’un stress 

oxydant trop important, AnkB est démobilisée de la membrane cytoplasmique ce qui diminue 

l’activité de KatB. L’intervention de ces différentes enzymes est dépendante de l’état social 

dans lequel se trouve P. aeruginosa. En effet, à l’état planctonique, OxyR induit l’expression 

de l’opéron katB-ankB, tandis qu’à l’état biofilm l’opéron ahpCF est induit (Panmanee and 

Hassett, 2009). Enfin, KatA représente la catalase majoritaire chez P. aeruginosa, exprimée 

durant l’état planctonique et sessile de la bactérie (Lee et al., 2005). Contrairement à KatB, 

KatA est présente principalement dans le périplasme et le cytoplasme de P.aeruginosa (Brown 

et al., 1995). Le gène katA peut être induit par de multiples facteurs autres qu’OxyR (Lee et 

al., 2005) : notamment ANR (Trunk et al., 2009), IscR (Kim et al., 2009) et plus récemment 

AlgR, régulateur des alginates sous la dépendance de AlgT(U) (Malhotra et al., 2018). Enfin 

KatA est directement impliquée dans le masquage des NOx. En effet KatA pourrait chélater le 

NO, limitant ainsi sa biodisponibilité (Su et al., 2014). Les mécanismes de régulation et l’activité 

de KatA illustrent parfaitement cette incroyable interconnexion entre le stress oxydant et 

nitrosant et plus subtilement l’implication indirecte du métabolisme du fer.  
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1.3. La conversion des NOx 

L’une des premières stratégies pour remédier au stress nitrosant est tout simplement 

la conversion de ces composés en métabolites, moins, voire, inoffensifs pour la cellule. Le 

processus de dénitrification est le mécanisme le plus connu dans la conversion des NOx 

(Figure 6). Son expression est finement régulée par divers senseurs du stress nitrosant 

notamment ANR et DNR chez Pseudomonas aeruginosa (Arai, 2011). Cet aspect sera abordé 

plus en détails ultérieurement. Un autre mécanisme, largement décrit chez E. coli, nécessite 

l’intervention d’une flavohémoglobine, nommée Hmp chez cette espèce (Cruz-Ramos et al., 

2002). La protéine Hmp est monomérique et présente une structure particulière. En effet, cette 

enzyme présente trois domaines distincts et très conservés: (i) un domaine de liaison au FAD 

(en position N terminal), (ii) un domaine de liaison au NADH, (iii) un domaine globine contenant 

un hème fer (en position C terminal) (Ilari et al., 2002) (Figure 17A). Le fonctionnement de 

cette enzyme est dépendant de la concentration en O2. En effet en condition aérobie, la 

flavohémoprotéine Hmp présente une activité NO dioxygénase (Gardner et al., 1998a) (Figure 

17C). Brièvement, Hmp fixe une molécule d’oxygène au niveau de son hème ferreux. L’anion 

superoxyde est ensuite attaqué par le NO pour donner un intermédiaire réactionnel de type 

peroxynitrite. Le domaine de liaison au NAD présente une activité NAD(P)H oxydase générant 

un électron transmis au fer via le domaine FAD. Le dérivé peroxynitrite formé subit un 

réarrangement en nitrate (NO3
-) plus stable et se dissocie de l’hème fer oxydé (Fe3+). L’hème 

ferrique est converti sous sa forme Fe2+ par transfert d’électrons générés à nouveau sous 

l’activité de la NAD(P)H oxydase. L’activité NO dioxygénase de la Hmp offre ainsi une 

protection à l’aconitase (Gardner et al., 1998b) et aux protéines impliquées dans la chaîne 

respiratoire (Stevanin et al., 2000) chez E. coli en présence de stress nitrosant. 
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d’électron jusqu’au fer de l’hème générant par la suite un dérivé de protoxyde d’azote. La suite 

du mécanisme conduisant au N2O est encore incertaine. Kim et al., (1999) ont proposé 

l’hypothèse d’une dissociation du NO- avec l’hème ferrique. Le NO- se dimériserait pour former 

par la suite le N2O de manière non enzymatique (Weitzberg and Lundberg, 1998). En plus de 

la protection offerte contre le NO, la Hmp est également impliquée dans la protection contre 

les ROS (Koskenkorva-Frank and Kallio, 2009).  

Bien que principalement décrite chez E. coli, la flavohémoprotéine est largement 

distribuée dans de nombreux genres bactériens (Poole and Hughes, 2000) notamment chez 

P. aeruginosa (Arai et al., 2005) et également P. fluorescens (Frey and Kallio, 2003). Chez les 

Pseudomonas sp. cette flavohémoprotéine, nommée Fhp, présente une identité de 41% avec 

la protéine Hmp (Koskenkorva et al., 2008). Bien qu’inductible en présence de stress nitrosant, 

la régulation de la protéine Fhp diffère de celle connue pour Hmp chez E. coli. En effet, chez 

E. coli, les facteurs transcriptionnels régulant Hmp sont FNR (Cruz-Ramos et al., 2002), MetR 

(Membrillo-Hernández et al., 1998) et Fur (Crawford and Goldberg, 1998). Chez P. 

aeruginosa, la régulation de fhp (PA2664) est principalement médiée par le facteur 

transcriptionnel 54-dépendant, FhpR, similaire à 50% de NorR chez E.coli. Le gène fhpR 

(PAβ665) est localisé en amont, dans l’orientation opposée, de fhp (Koskenkorva et al., 2008) 

(Figure 17B). Deux autres régulateurs, AsrA (PA0779), une protéase ATP-dépendante ainsi 

qu’une protéine hypothétique (PAγ697), sont également impliquées dans la régulation de fhp. 

Le mécanisme d’activation de ces différents facteurs en condition de stress nitrosant n’est 

actuellement pas connu. Néanmoins, leur induction serait médiée par le NO et NO2
- pour FhpR, 

et par les nitrates et nitrites pour AsrA et PA3697 (Koskenkorva et al., 2008). Il est intéressant 

de noter qu’AsrA est impliquée également dans la protection, à court-terme, contre des fortes 

doses de tobramycine chez P. aeruginosa (Kindrachuk et al., 2011). 

2. Les réparations des dommages liés au stress 

nitrosant 

2.1. La réparation des résidus thiols 

À l’échelle protéique, les résidus thiols, présents sur la cystéine et la méthionine 

(Alvarez and Radi, 2003), sont soumis à de nombreuses altérations induites par les stress 

oxydant et nitrosant (Chapitre 2, Partie 2). Ces modifications post-traductionnelles conduisent 

à une modification fonctionnelle des protéines ciblées dont les répercussions sont ressenties 

au niveau physiologique. Ainsi il est donc vital pour la cellule de réparer ces dommages. Deux 

grands systèmes sont connus pour intervenir dans ces processus de détoxification : le 

glutathion et enzymes associées (Benhar et al., 2009) ainsi que les thiorédoxines (Zeller and 
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de l’ensemble de ces réactions (Fahey et al., 1978). Ces mécanismes, reportés notamment 

chez E. coli (Loewen, 1979), sont néanmoins très conservés (Masip et al., 2006). Brièvement, 

en présence de stress oxydants (e.g. H2O2), le glutathion est oxydé et se retrouve sous sa 

forme radicalaire (G-S•) (Figure 18B). Ces radicaux peuvent réagir par la suite avec d’autres 

glutathions générant un dimère de glutathions liés de manière covalente par des ponts 

disulfures (disulfure de glutathion ; GS-SG). Cette réaction est catalysée par la glutathion 

peroxydase (Arenas et al., 2010). En parallèle un grand nombre de radicaux thiyl (RS•) sont 

formés sur des protéines en présence du stress oxydant. Ces radicaux thyil subissent alors 

une glutathionylation (ajout d’un adduit glutathion) catalysée par la glutathion S-transférase 

(GST) (Iizuka et al., 1989). Ces produits conjugués sont dissociés par la glutarédoxine (Grx) 

générant ainsi du GS-SG et une protéine fonctionnelle (P-SH) (Aslund et al., 1994). Le stress 

nitrosant, principalement médié par le peroxynitrite, est également à l’origine de la modification 

des résidus thiols. En effet les radicaux NO réagissent avec le glutathion pour donner des S-

nitrosoglutathions (Figure 18B). Le S-nitroglutathion peut également être formé par transfert 

d’un groupement NO, présent sur une protéine S-nitrosylée, permettant ainsi le retour de la 

protéine sous sa forme fonctionnelle (Jarboe et al., 2008). Deux types de réactions ont été 

décrits concernant le devenir du GS-NO : (i) la formation de GS-SG via son interaction avec 

un autre glutathion (ii) sa réduction catalysée par une S-nitrosoglutathion réductase (GSNOR) 

formant un intermédiaire réactionnel instable (S-hydroxylaminoglutathion, GSNHOH), qui se 

réarrange en GSSG et hydroxylamine (NH2OH) (Liu et al., 2001). Enfin, le glutathion réductase 

catalyse le recyclage du GSSG en GSH (Scrutton et al., 1987). L’ensemble de ces 

mécanismes permet de limiter l’impact des stress oxydant et/ou nitrosant.  

Malgré la faible distribution du mécanisme associé au glutathion, un grand nombre de 

bactéries sont capables de survivre aux stress oxydant et nitrosant. Cela souligne l’implication 

d’un autre mécanisme. L’un des systèmes les plus conservés au sein de nombreuses espèces 

bactériennes est la thiorédoxine (Trx) (Zeller and Klug, 2006). La Trx est une petite protéine 

dont la séquence du site catalytique (Cys-Gly-Pro-Cys) est très conservée (Martin, 1995). La 

thiorédoxine est indirectement impliquée dans de nombreuses fonctions physiologiques dont 

la réponse au stress oxydant en interagissant notamment avec OxyR (Ritz et al., 2000) et 

SoxR (Ding and Demple, 1998). Pour plus d’informations concernant les divers rôles 

physiologiques de la thiorédoxine, le lecteur peut se reporter à la revue de Zeller et Klug (Zeller 

and Klug, 2006). La thiorédoxine est également impliquée dans la réparation de nombreuses 

protéines lors de stress oxydant et/ou nitrosant (Monteiro et al., 2017) (Figure 19). 
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de l’information peuvent potentiellement conduirent à de nombreuses mutations si non 

réparées (Caulfield et al., 1998). Chez E. coli, trois grands systèmes interviennent dans la 

réparation des dommages à l’ADN suite à un stress nitrosant : la voie BER (Base Excision 

Repair), la voie SOS et la voie HR (Homologous recombination) (Spek et al., 2001) (Figure 

20). Brièvement, ces bases anormales sont éliminées par hydrolyse spontanée (Gates, 2009) 

ou par un mécanisme BER de réparation de l’ADN, processus largement conservé au sein 

des procaryotes (van der Veen and Tang, 2015). La voie BER fait intervenir des glycolases 

spécifiques à chaque type de bases endommagées (Laval et al., 1998). L’action des 

glycosylases sur les bases endommagées conduit à l’apparition de sites AP (apyrimidine, 

apurique). Les squelettes désoxyribose phosphatés sont ensuite clivés sous l’action 

d’endonucléases AP (exonucléase III, endonucléase IV). Enfin, les bases délétées sont 

resynthétisées via une ADN polymérase et liées au brin d’ADN par une ligase (Figure 20). 

Néanmoins, dans l’ensemble de la voie BER, seule l’exonucléase III est essentielle à la 

résistance face au NO (Spek et al., 2001). Dans le cas de non réparation des fragments 

d’ADN(SB) générés par l’endonucléase, un mésappariement entre les brins d’ADN peut avoir 

lieu. Dans ce cas, la voie HR permet la réparation du brin d’ADN via les recombinases 

(RecBCD) clivant l’extrémité du brin altéré. La recombinase A et des protéines SSB (Simple 

Strand Binding protein), impliquées dans la stabilisation du brin d’ADN, sont alors recrutées 

sur la partie d’ADN(SB). RecA va alors rechercher une homologie de séquence sur l’ADN 

répliqué. Enfin, les protéines RuvA, RuvB et RecG vont permettre de réparer la séquence 

endommagée (Bianco et al., 1998) (Figure 20). Chez E. coli, la voie HR semble être 

essentielle à la résistance au stress induit indirectement par le NO sur l’information génétique 

(Spek et al., 2001). De plus, la délétion de RecA conduit à une augmentation de la sensibilité 

au NO chez E. coli. RecA intervient dans une voie supplémentaire, bien spécifique aux 

procaryotes, dénommée voie SOS qui est induite notamment en présence d’ADN(SB) lors d’une 

exposition au NO (Lobysheva et al., 1999). Cette voie fait intervenir également la recombinase 

A qui se polymérise au niveau des sites de coupure. Par la suite, RecA déclenche l’autoclivage 

du répresseur LexA, dont le régulon est ainsi exprimé et est constitué principalement de gènes 

impliqués dans la réparation de l’ADN (Friedberg et al., 1995) (Figure 20). 
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néanmoins l’activation de la voie SOS conduit à la formation de vésicules de membrane 

externe contenant des facteurs de virulence à l’origine de cytotoxicité (Maredia et al., 2012). 

Enfin, chez E. coli, l’expression de sulA est induite lors de l’activation de la voie SOS et conduit 

à l’arrêt transitoire de la division cellulaire (Trusca et al., 1998). 

2.3. La réparation des clusters fer-soufre 

Comme abordé précédemment, les NOx présentent un fort pouvoir réactionnel sur les 

clusters, notamment de type fer-soufre (Chapitre 2. Partie 2). La modification de ces 

groupements prosthétiques a des conséquences parfois sévères sur le fonctionnement de 

nombreuses protéines. Il est donc essentiel pour la cellule de réparer ces clusters. Ainsi la 

cellule présente un grand nombre de protéines senseurs du stress nitrosant, elles-mêmes 

constituées de clusters fer-soufre tels qu’OxyR (Kim et al., 2002), IscR (Ayala-Castro et al., 

2008) et Fur (Cruz-Ramos et al., 2002). Ces trois protéines sont d’importants facteurs 

transcriptionnels impliqués dans la régulation de la biosynthèse des clusters fer-soufre (Ayala-

Castro et al., 2008). Cette biogénèse est co-orchestrée par les complexes protéiques issus 

des opérons iscRSUABhscABfdXiscX, permettant l’acquisition de clusters fer-soufre, (Ayala-

Castro et al., 2008; Zheng et al., 1998) et sufABCDSE (Takahashi and Tokumoto, 2002), 

favorisant l’assimilation du soufre, chez E. coli (Figure 21). Brièvement, en conditions 

normales, les gènes de l’opéron isc sont réprimés par l’holo-forme du régulateur IscR (Giel et 

al., 2013). En absence de fer, ou en présence de stress oxydant et/ou nitrosant, les clusters 

fer-soufre sont altérés. Ces différents stress provoquent notamment le passage d’IscR sous 

son apo-forme (absence de cluster fer-soufre). Ainsi, Apo-IscR n’est alors plus capable 

d’inhiber la transcription de l’opéron génique isc et active en parallèle l’expression de l’opéron 

suf (Yeo et al., 2006). OxyR, en présence de stress oxydant et/ou nitrosant, subit une 

modification de ces résidus thiol conduisant à une restructuration de la protéine. Cette 

dimérisation conduit à une activation d’OxyR, ainsi capable d’induire l’opéron suf (Zheng et al., 

2001). Enfin Fur, protéine senseur impliquée dans le contrôle de la concentration intracellulaire 

en fer, n’est plus capable d’inhiber l’opéron suf en présence de ces divers stress (Outten et 

al., 2004). Fur est également impliquée dans l’inhibition de l’expression du petit ARNm RhyB 

connu pour réprimer l’expression d’isc (Masse and Gottesman, 2002; Massé et al., 2005). 
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En effet, il a été démontré que les complexes I, II et IV sont non-fonctionnels à la suite d’un 

traitement avec des espèces donneuses de NO chez P. fluorescens (Auger et al., 2011). Ainsi, 

une abolition du métabolisme énergétique médié par le processus de phosphorylation 

oxydative est alors rencontrée. Néanmoins, des stratégies de reprogrammations métaboliques 

sont mises en place pour pallier à ce stress et continuer à fournir l’énergie nécessaire à sa 

survie (dénitrification, contournement du cycle du citrate) décrite ci-après. 

3.2. La dénitrification ou respiration anaérobie : une stratégie 

de déNOxification et d’apport énergétique 

Comme évoqué précédemment, la dénitrification est un phénomène conduisant à un 

recyclage de l’azote. Le passage d’un état aérobie à anaérobie est un élément déclencheur 

dans la mise en place de la dénitrification. En effet, la dénitrification est couplée à la chaîne 

de transfert d’électrons. Ainsi, ce processus permet la génération d’énergie nécessaire à la 

cellule malgré l’absence d’oxygène. Les protéines impliquées dans la dénitrification sont 

principalement des métalloprotéines (cluster Fe-S ou hème). Chez P. aeruginosa, la régulation 

du processus de dénitrification repose sur trois facteurs de transcription (i) ANR, sensible au 

taux d’oxygène, (ii) DNR, sensible aux NO et NO2
- et (iii) NarL, appartenant au système à deux 

composante NarXL sensible aux nitrates (Arai, 2011) (Figure 23). NirQ est également 

pressenti pour réguler l’expression des gènes appartenant aux opérons nir et nor (Jüngst and 

Zumft, 1992). Brièvement, ANR (anaerobic regulation of arginine deiminase and nitrate 

reduction), un régulateur transcriptionnel de la famille des CRP/FNR (cAMP receptor 

protein/fumarate and nitrate reduction regulatory protein), possède 4 résidus cystéine 

sensibles à l’oxygène (Zimmermann et al., 1991). Ainsi, en absence d’oxygène ANR est alors 

sous sa forme active et régule la transcription des gènes dnr, narXL et l’opéron nar (Arai, 

2011). Les gènes narXL codent pour un système à deux composantes inséré dans la 

membrane interne de la bactérie (Darwin and Stewart, 1996). NarX est une histidine kinase 

capable de détecter le NO3
-
,
 engendrant ainsi son activation par autophosphorylation 

(Schröder et al., 1994). NarX active ensuite NarL par phosphorylation (Schröder et al., 1994). 

La forme active du facteur transcriptionnel NarL régule l’expression des gènes nirQ, dnr et de 

l’opéron nar (Schreiber et al., 2007). Le gène dnr (dissimilatory nitrate reductase) code pour la 

protéine DNR, facteur transcriptionnel, appartenant aussi aux CRP/FNR, dépourvu des 

résidus cystéine classiques (Rinaldo et al., 2006).  
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Néanmoins, comme évoqué précédemment, le NO altère le fonctionnement d’une des 

enzymes essentielles au cycle du citrate et à la phosphorylation oxydative : la succinate 

déshydrogénase (Auger et al., 2011). Chez P. fluorescens F113, le NO induit une inactivation 

totale de l’aconitase (ACN), de l’isocitrate déshydrogénase (ICDH) et de l’isocitrate lyase (ICL), 

la malate déshydrogénase (MDH), la succinate déshydrogénase (SDH) et de la pyruvate 

déshydorgénase (Auger et al., 2011) (Figure 24). En effet, le NO serait capable d’attaquer 

directement le cluster fer-soufre de l’aconitase (Gardner et al., 1997). Actuellement, les 

mécanismes d’inactivation de l’ICDH, de l’ICL, de la MDH et de la PDH via le NO ne sont pas 

connus chez Pseudomonas spp.. Ces modifications d’activité sont principalement observées 

lors de l’utilisation du citrate comme seule source de carbone (Auger et al., 2011). Ainsi 

l’activation de nombreuses enzymes en lien avec l’utilisation du citrate dans la génération 

d’énergie sont secondairement activés. Il s’agit notamment de la citrate lyase (CL), l’acétate 

kinase (AK), la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC), la phosphoénolpyruvate dikinase 

(PPDK) ainsi que de la nucléoside diphosphate kinase (NDPK). Les CL, PEPC et PPDK 

forment alors un supercomplexe protéique suite à des modifications post-traductionnelles 

(phosphorylation) (Auger and Appanna, 2015). Ce supercomplexe est à l’origine d’une 

importante formation d’ATP et de pyruvate. De plus, la NDPK permet la génération d’ADP, 

utilisé par l’AK pour former de l’ATP (Auger and Appanna, 2015). La déphosphorylation du 

supercomplexe CL-PEPC-PPDK conduit à leur dissociation et, par conséquent, à l’arrêt de 

cette reprogrammation métabolique. L’ensemble des protéines illustrées Figure 24 et 

intervenant dans la réponse au stress nitrosant ne sont sollicitées simultanément, mais en 

fonction de la source de carbone utilisée. En effet, lors de l’utilisation de fumarate à la place 

du citrate, la fumarase (FUM), les MDH, PEPC, PPDK, NDPK et AK sont sur-régulées 

(Appanna et al., 2014). Ainsi, ces deux exemples illustrent bien la complexité des 

reprogrammations métaboliques observables chez P. fluorescens et son incroyable potentiel 

d’adaptation à son environnement. 

3.4. La réponse stringente induite par le NO : altération de la 

synthèse des acides aminés ramifiés (BCAA) 

Les acides aminés ramifiés (BCAA : « Branched Chain Amino Acids »), ou à chaîne 

latérale ramifiée, possèdent sur leur chaîne latérale un groupement aliphatique (-CH3). Cette 

famille d’acides aminés regroupe la L-Isoleucine, la L-Leucine et la L-Valine. Ces trois acides 

aminés sont protéinogènes, i.e. ils sont incorporés dans les protéines lors de la traduction. La 

synthèse de ces trois acides aminés est largement conservée chez les bactéries à Gram positif 

et négatif. Deux opérons géniques sont impliqués dans cette voie métabolique : ilv et leu 

(Kaiser and Heinrichs, 2018) (Figure 25).  



https://www.genome.jp/kegg/pathway.html
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4. Les pompes à efflux dans la réponse adaptative aux 

stress oxydant et nitrosant 

4.1. La multi-résistance médiée par les pompes à efflux 

P. aeruginosa représente une extrême menace au niveau sanitaire en raison de sa 

multi-résistance à de nombreux antibiotiques (McCarthy, 2015). Ces phénotypes multi-

résistants sont liés à des mécanismes intrinsèques impliqués dans (i) la diminution de la 

perméabilité de la membrane externe, (ii) la modification enzymatique de l’antibiotique, (iii) la 

modification de la cible aux antibiotiques ainsi que (iv) l’export médié par des systèmes d’efflux 

(Pang et al., 2019). Ces systèmes de pompes à efflux de la famille RND (Resistance-

Nodulation-Cell Division) sont d’autant plus intéressants qu’ils permettent l’efflux d’une grande 

variété de substrats : antibiotiques, biocides, molécules du Quorum Sensing (QS) (Tableau 

4). 

Tableau 4 : Les pompes à efflux RND chez P. aeruginosa d'intérêts cliniques et la 
réponse au stress 
Les antibiotiques sont écrits en rouge, les biocides sont écrits en orange et les molécules du QS sont 
écrites en vert. AG, aminoglycosides; BL, -lactames (exceptés carbapénèmes); CHL, chloramphénicol; 
COL, colistine; CP, carbapénèmes (sauf imipénème); CV, crystal violet; DA, diamide; EB, bromure 
d’éthidium; ERY, érythromycine; FQ, fluoroquinolones; HHQ, 4-hydroxy-2-heptylquinoline; ID, indoles; 
ML, macrolides; SO, solvants organiques; AQ, ammonium quaternaires; QL, quinolones; QS, 
molécules/inhibiteurs du Quorum Sensing; SDS, sodium dodécyl sulfate; TC, tétracyclines. 

Caractéristiques générales Réponse au stress 

Pompe à 
efflux 

Expression 

Substrats 

(liste non 
exhaustive) 

Type 
Régulateurs 
spécifiques 

Références 

MexAB-OprM Constitutive 

BL, CHL, COL, 
CP, FQ, ML, QL, 
TC 
CV, EB, ID, SO, 
SDS 
QS 

Oxydant 

(ROS) 

MexR (Chen et al., 
2008) 

NalC (Ghosh et al., 
2011) 

MexXY-
OprM/OprA Constitutive 

AG, FQ, ML, TC 
EB 

Oxydant 

(ROS) 
ArmZ 

(Fraud and 
Poole, 2011; 

Masuda et al., 
2000a) 

MexCD-OprJ Quiescente 
CHL, COL, FQ, 
QL, TC, TRI 
SO, QAC 

Enveloppe AlgU (Fraud et al., 
2008) 

MexEF-OprN Faible 
CHL, FQ, QL, TC 
DA 
HHQ 

Nitrosant 

(NO) 
MexT (Fetar et al., 

2011) 

Disulfides MexT (Fargier et al., 
2012) 

Electrophile 

(RES) 
CmrA (Juarez et al., 

2017) 
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Les pompes à efflux sont consitutées de trois parties codées sous la forme d’opérons 

(Li and Nikaido, 2009). Ces systèmes polymériques traversent l’enveloppe des bactéries à 

Gram négatif. Cela est possible grâce à une architecture particulière permettant ainsi l’export 

de substances généralement toxiques pour la bactérie à l’aide de la force protomotrice (Poole, 

2000). Ces pompes RND sont constituées d’une protéine de fusion membranaire (MFP), 

enchassée dans la membrane interne (e.g. MexF), d’un facteur de la membrane externe 

(OMF), enchassé dans la membrane externe et traversant le périplasme (e.g. OprN), et d’un 

transporteur transmembranaire (RND), localisé dans le périplasme (e.g. MexE) (Lister et al., 

2009) (Figure 26A). Cette macrostructure permet l’efflux de composés amphiphiles ou 

lipophiles parfois toxiques pour la bactérie provenant du cytoplasme et également du 

périplasme. 

Chez P. aeruginosa, 12 opérons codant des systèmes tripartites de pompe à efflux 

RND ont été décrits (Lee et al., 2006; Stover et al., 2000) dont 4 systèmes sont d’intérêt 

clinique : MexAB-OprM, MexXY-OprM (ou MexXY-OprA), ainsi que MexEF-OprN (Li et al., 

2015). Bien que ces systèmes à trois composantes soient finement régulés, les antibiotiques 

ne sont pas des inducteurs directs de leur expression. De plus, divers stress sont à l’origine 

de l’expression de ces pompes à efflux (Tableau 4). Ainsi les pompes à efflux jouent un rôle 

majeur dans la réponse adaptative au stress (Poole, 2014).  

4.1. MexAB-OprM et MexXY-OprM en réponse au stress 

oxydant  

Comme abordé précédemment, le stress oxydant, médié par les ROS, est largement 

interconnecté avec le stress nitrosant. Ces ROS voient leur origine provenir du métabolisme 

intracellulaire (respiration cellulaire) ou de divers facteurs environnementaux (UV, polluants 

atmosphériques, métaux lourds, hôte) (Fang et al., 2016). Ces ROS influencent l’expression 

des pompes à efflux MexAB-OprM (Chen et al., 2008) et MexXY-OprM (Masuda et al., 2000b). 

La pompe MexAB-OprM présente une expression constitutive et un large éventail de 

substrats : antibiotiques (e.g. fluoroquiolone, β-lactames), biocides (e.g. bromure d’éthidium, 

SDS), molécules du QS dont une liste non exhaustive est compilée dans le Tableau 4. Ces 

paramètres confèrent un rôle majeur de cette pompe dans la résistance naturelle de P. 

aeruginosa (Yang et al., 2011). De plus, l’inactivation de l’un des constituants de cette pompe 

engendre une importante diminution de la résistance aux antibiotiques spécifiques à celle-ci 

(Li et al., 1995). L’expression de l’opéron mexAB-oprM, est principalement régulée par le 

répresseur de la famille MarR nommé MexR situé en amont de cet opéron (Poole et al., 

1996a). Toutefois un grand nombre d’autres régulateurs sont impliqués dans cette régulation 

comme, par exemple, ArmR (NalC dépendant) (Cao et al., 2004), MexT (Maseda et al., 2004) 
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ou encore AmpR (Balasubramanian et al., 2012). Chez PAO1, le H2O2 induit l’oxydation des 

résidues cystéine γ0 et 6β sur le régulateur MexR à l’origine de l’apparition de ponts disulfures 

rendant MexR inactif (Chen et al., 2010). MexR est alors incapable d’inhiber l’expression de 

mexAB-oprM, qui est ainsi surexprimé. Plus récemment, la surexpression de cet opéron, en 

présence de pentachlorophénol (PCP), générant un stress oxydant, a été associée 

indirectement au régulateur NalC (Ghosh et al., 2011). NalC contrôle l’expression de l’anti-

répresseur armR levant la répression excercée par MexR sur mexAB-oprM. Toutefois, 

l’activation de NalC à l’origine de la surexpression de mexAB-oprM n’est pas encore élucidée 

(mécanismes directes du PCP ou sous-jacents ?) (Starr et al., 2012). 

 Tout comme MexAB-OprM, MexXY-OprM est exprimée de manière constitutive et joue 

un rôle majeur dans la résistance aux antibiotiques chez les souches sauvages de P. 

aeruginosa (Poonsuk and Chuanchuen, 2014). Dans la plupart des souches, seuls les gènes 

mexXY sont en opéron et la composante membranaire OprM provient de l’expression de 

l’opéron mexAB-OprM (Aires et al., 1999). Toutefois, dans le cas de la souche PA7, la porine 

OprA fait partie intégrante de cet opéron (Morita et al., 2012) et possède un profil de substrats 

similaires à OprM (e.g. aminoglycosides, macrolides, tétracyclines) (Masuda et al., 2000b). 

MexZ, un régulateur de la famille TetR et localisé en amont de cet opéron, est le principal 

régulateur de l’expression de cette pompe à efflux (répresseur) (Aires et al., 1999). D’autres 

régulateurs interviennent également dans le contrôle de l’expression de cet opéron tels que 

notamment AmrZ (Yamamoto et al., 2009), AmgRS (Lau et al., 2013) ou encore ParRS (Muller 

et al., 2011). L’exposition de PAO1 au H2O2 induit une augmentation de l’expression de mexXY 

ainsi qu’une augmentation de la résistance aux substrats spécifiques à cette pompe (Fraud 

and Poole, 2011). Cette réponse au stress oxydant serait médiée par ArmZ, répresseur de 

MexZ (Yamamoto et al., 2009). Toutefois les mécanismes moléculaires impliqués dans 

l’induction d’amrZ par les ROS sont actuellement peu claires (Fraud and Poole, 2011). 

4.2. MexCD-OprJ en réponse au stress d’enveloppe 

L’expression de la pompe à efflux MexCD-OprJ est supposée quiescente dans les souches 

sauvages de P. aeruginosa puisque une inactivation de l’opéron mexCD-oprJ n’affecte pas la 

sensibilité de P. aeruginosa aux antibiotiques (Poole et al., 1996b; Srikumar et al., 1997). De 

plus, cette pompe est co-produite avec MexAB-OprM ou MexXY dans des isolats cliniques 

résistants aux fluoroquinolones et/ou aux carbapénèmes suggérant des effets additionnels sur 

la résistance partagée pour certains substrats tels que les fluoroquinolones (Li and Plésiat, 

2016). Parmi les facteurs régulant l’expression de mexCD-oprJ, deux répresseurs situés en 

amont et en aval de l’opéron nommés respectivement NfxB et EsrC ont été décrits (Purssell 

et al., 2015). Le régulateur transcriptionnel VqsM, impliqué dans l’expression de facteurs de 
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virulence et le Quorum Sensing a été également associé à l’expression de mexCD-oprJ (Liang 

et al., 2014). Enfin, le facteur Sigma AlgU, impliqué dans la réponse au stress d’enveloppe, a 

été décrit comme activateur transcriptionnel de cet opéron (Fraud et al., 2008).  

4.3. MexEF-OprN en réponse à divers stress  

La pompe à efflux MexEF-OprN est exprimée de manière faible dans les souches 

sauvages de P. aeruginosa et ne contribue pas à la résistance intrinsèque aux antibiotiques 

ou biocides (Kohler et al., 1997). Toutefois la surexpression de cette pompe, notamment chez 

des mutants de type nfxC, conduit à une résistance accrue à un panel restreint de substrats 

spécifiques à cette pompe (chloramphénicol, fluoroquinolone, tétracycline) (Li and Plésiat, 

2016). En parallèle une diminution de la sensibilité aux carbapénèmes associée à une sous-

expression du gène oprD est également observée (Kohler et al., 1997). Deux facteurs 

régulateurs situés en amont de l’opéron : MexT (Kohler et al., 1997) et MexS, une 

oxydoréductase putative (Sobel et al., 2005) ont été décrits comme activateur dans 

l’expression de cette pompe (Maseda et al., 2000) (Figure 26B). D’autres régulateurs ont été 

observés in vitro. En effet, le système à deux composantes ParRS (Wang et al., 2013), mais 

également NmoR, facteur présentant un rôle dans la défense face aux nitro-composés 

(Vercammen et al., 2015) induisent l’expression de mexEF-oprN. Enfin, MvaT (Westfall et al., 

2006), un régulateur de nombreux gènes de virulence (Diggle et al., 2002), et AmpR 

(Balasubramanian et al., 2012) répriment l’expression de cet opéron. 

4.3.a. La réponse au stress nitrosant 

Un grand nombre d’études ont prouvé l’impact du NO sur la modulation de 

l’antibiorésistance chez de nombreuses souches pathogènes pour l’Homme (Ghaffari et al., 

2005, 2006; Miller et al., 2004). Des études précliniques sont actuellement en cours afin de 

déterminer l’utilisation potentielle du NO gazeux comme prétraitement, associé à la prise 

d’antibiotiques (Deppisch et al., 2016; Miller et al., 2009). Chez P. aeruginosa, la pompe à 

efflux RND MexEF-OprN est fortement surexprimée impliquant ainsi une augmentation de la 

résistance au chloramphénicol, quinolone, tétracycline et autres antibiotiques associés à cette 

pompe (Köhler et al., 1997).. 

En présence d’un stress nitrosant, MexS, une potentielle oxydoréductase (Sobel et al., 

2005), semble être impliquée dans la régulation indirecte de l’expression de mexEF-oprN 

(Fetar et al., 2011) (Figure 26B). En effet une mutation du gène mexS altère la fonctionnalité 

de cette protéine. Ainsi le substrat de MexS s’accumulerait et agirait comme cofacteur de 

MexT, la rendant alors active. Pour mémoire, MexT active permet la sur-expression de l’opéron 
mexEF-oprN en présence d’un stress nitrosant. Toutefois l’impact de la surexpression de cette 
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4.3.b. La réponse au stress lié aux ponts disulfures 

La perturbation du taux de résidus thiol et pont disulfure crée un stress pour la bactérie 

à l’origine notamment de mauvais repliements protéiques (Masip et al., 2006). Ce stress 

apparait lorsque des espèces réactives avec les résidus thiol s’accumulent dans le cytoplasme 

(Liebeke et al., 2008). Ce stress engendre l’augmentation de glutathion sous sa forme oxydée 

alors incapable de réduire la formation aberrante de ponts disulfures sur des protéines 

cytoplasmiques (Masip et al., 2006). L’expostion de PA14 au diamide, éliciteur de ce stress, 

conduit à une augmentation de l’expressione de mexEF-oprN, MexT dépendante (Fargier et 

al., 2012). En effet, en présence de conditions oxydantes (GS-SG), MexT est majoritairement 

retrouvée sous sa forme d’oligomère (active) (Fargier et al., 2012; Tian et al., 2009). Toutefois, 

la délétion du gène oprN n’a pas d’effet sur la CMI associé au diamide suggérant l’implication 

d’une autre porine(Fargier et al., 2012). 

4.3.c. La réponse au stress électrophile 

Le stress électrophile se définit par un déséquilibre entre la formation et la dégradation 

d’espèces réactives électrophiles (RES). Ces RES correspondent à des dérivés carbonyles 

, -insaturés (e.g. glyoxal, méthylgloxal) et autres groupes électrophiles (Lee and Park, 2017). 

Les sources générant ces RES sont multiples telles que la dégradation du glucose, la 

peroxidation des lipides et l’oxydation de l’ADN (Kosmachevskaya et al., 2015). Dans des 

conditions de stress, les RES peuvent affecter le potentiel redox à deux niveaux : (i) en 

perturbant directement la chaîne de transfert d’électrons favorisant ainsi la formation des ROS 

ou (ii) en déplétant les cofateurs rédox tels que le glutathion et le NADP(H) (Kosmachevskaya 

et al., 2015; Lee et al., 2013). Chez P. aeruginosa, les RES sont notamment détectés par ANR 

et DNR (Lee and Park, 2017).  

Récemment démontré, que le stress électrophile induit la surexpression de mexEF-

oprN médié par le régulateur CmrA (Chloramphenicol Resistance Activator) de type AraC. En 

effet, l’exposition au glyoxal et autres RES chez PA14 conduit à l’activation de CmrA 

permettant l’expression de PAβ048 codant une protéine homologue à la quinol 

monooxygénase YgiN d’E. coli. Cette enzyme est requise pour l’activation MexS/T-

dépendante de mexEF-OprN (Juarez et al., 2017). Ainsi, PA2048 en collaboration avec MexS 

produirait des métabolites oxydés activant MexT et permettant l’expression de l’opéron 
mexEF-oprN. 
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4.4. Le NO, un médiateur dans la déstructuration des 

communautés microbiennes : un potentiel agent anti-biofilm  

Un biofilm est défini comme étant une communauté de microorganismes attachés à 

une surface (ou interface) et enchassés dans une matrice (Costerton, 1995). Chez P. 

aeruginosa, cette matrice est principalement composée d’exopolysaccharides (EPS ; alginate, 

Pel, Psl, levan), de composés tensioactifs appelés biosurfactants (rhamnolipides) et d’ADN 

extracellulaire (Mann and Wozniak, 2012). Cette matrice confère une certaine protection à la 

communauté microbienne indigène contre divers xénobiotiques en limitant la diffusion et la 

biodisponibilité de ces composés au sein du biofilm (Hoyle et al., 1992; Sadovskaya et al., 

2010). Ainsi les biofilms représentent une réelle menace dans divers domaines, notamment 

agroalimentaire et hospitalier (Costerton et al., 1999; Shi and Zhu, 2009). Afin de lutter contre 

cette menace, une étude intensive du biofilm a permis de déterminer 3 phases essentielles à 

sa formation : (i) l’adhésion, (ii) la maturation et (iii) la dispersion (Kostakioti et al., 2013). 

L’adhésion, ou phase d’initiation, est une étape réversible correspondant au premier contact 

de micro-organismes planctoniques (mobiles via une structure flagellaire) avec une surface 

via des interactions de Van der Waals (Bos et al., 1999). Percevant ainsi ce contact les 

bactéries génèrent divers facteurs d’adhésion (adhésines, fimbriae, pili, LPS), rendant cet 

attachement irréversible (Costerton, 1995). Puis les bactéries se multiplient et sécrètent les 

constituants matriciels afin de former un biofilm mature (mode de vie sessile) (Mann and 

Wozniak, 2012). Enfin, en présence de divers stress (e.g. carence de nutriments, hypoxie, 

biosurfactants), les bactéries se dispersent du biofilm, retournant ainsi à un état planctonique 

(Kaplan, 2010). Cette dispersion est possible grâce à la sécrétion d’enzymes dégradant la 

matrice d’EPS et l’ADN extracellulaire (Fleming and Rumbaugh, 2017). L’ensemble de ces 

mécanismes est sous le contrôle du c-di-GMP, médiateur secondaire dans la transition de 

l’état sessile à planctonique (Valentini and Filloux, 2016). La concentration intracellulaire de 

ce messager est régie par deux types de protéines : les guanylates cyclases (GC), présentant 

un motif particulier GGDEF (Ryjenkov et al., 2005), et les phosphodiestérases (PDE) au motif 

EAL ou HD-GYP (Schmidt et al., 2005), sur leurs sites catalytiques respectifs. Ainsi la 

concentration du taux de c-di-GMP doit être finement régulée en fonction de l’état de 

maturation du biofilm et des différents stress subis par la bactérie. Une des voies intervenant 

dans cette régulation est la voie GacA/GacS (Figure 27). 
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capable d’intéragir avec la GC HsbD induisant ainsi une augmentation du taux de c-di-GMP. 

Enfin HptB-P induit RetS (Bordi et al., 2010), répresseur de la protéine GacS. La protéine 

membranaire PA1611 est également capable d’inhiber GacS par interaction directe en 

absence de stimuli (Kong et al., 2013). GacS est une protéine enchâssée dans la membrane 

cytoplasmique appartenant au système à deux composants GacA-GacS. GacS est activée par 

phosphorylation via la protéine LadS. GacS phosphoryle par la suite GacA qui, devenue active, 

induit l’expression de deux petits ARNm non codants RsmZ et RsmY (Mikkelsen et al., 2011). 

Ces deux ARNm séquestrent alors la protéine RsmA. RsmA n’est alors plus capable d’inhiber 

la GC SadC, permettant ainsi la formation de c-diGMP qui contribue, comme évoqué 

précédemment, à la maturation du biofilm. Une boucle d’autorégulation (non présentée dans 

la figure 27), médiée notamment par HapZ et PilZ (protéines exprimées via des effecteurs c-

di-GMP dépendants) et le c-di-GMP, lui-même, est également observé. RsmA est une petite 

protéine de régulation post-traductionnelle globale capable d’induire la traduction de gènes 

impliqués dans le système de sécrétion de type 3 (SST3) et d’inhiber ceux impliqués dans le 

système de sécrétion de type 6 (SST6) ou encore dans la maturation du biofilm (Pili, fimbriae, 

EPS) (Brencic and Lory, 2009). Cela conduit à l’apparition de facteurs de virulence et favorise 

la dispersion du biofilm. 

L’étape de dispersion représente ainsi une étape clef dans la lutte anti-biofilm. En effet, 

les bactéries, sous leur état planctonique, deviennent à nouveau biodisponibles à un éventuel 

traitement antibactérien, habituellement inefficace sur le biofilm. La recherche de composés 

déstructurant le biofilm a permis de découvrir un grand nombre d’agents dispersifs très 

prometteurs, dont le NO fait partie intégrante (Fleming and Rumbaugh, 2017). Ainsi un grand 

nombre d’études ont permis de décrypter le rôle indirect du NO dans ces mécanismes de 

dispersion : activateur de PDE (Barraud et al., 2009) et inhibiteur de GC (Hossain and Boon, 

2017) (Figure 27). Concernant l’inhibition de l’activité de GC, P. aeruginosa possède NosP, 

une protéine de la famille des H-NOx (Hossain and Boon, 2017). Cette protéine possède un 

hème fer capable de fixer le NO. La nitrosylation de NosP empêche alors la phosphorylation, 

et par conséquent, l’activation du domaine histidine kinase présent sur la protéine NaHK 

(Hossain and Boon, 2017). NaHK est une protéine impliquée dans une cascade de 

phosphorylation à l’origine de l’activation de l’histidine kinase HptB (Histidine-containing 

Phosphotransfer Protein-B). Ainsi, NaHK, sous sa forme inactive, est incapable d’activer HptB. 

Le NO modulerait également l’activité de PDE telles que NbdA et le complexe DipA/RbdA. En 

effet, en présence de NO la transcription du gène nbdA est fortement induite (Li et al., 2013). 

NbdA est une PDE possédant un domaine membranaire au motif MHYT, ainsi qu’un domaine 

GGDEF, EAL. Le domaine MHYT contient un ion cuivre permettant de fixer le NO et d’induire 

une cascade de signalisation encore mal définie. Néanmoins l’activation de NbdA par le NO 
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conduit à une diminution du taux de c-di-GMP et par conséquent à la dispersion du biofilm. 

Finalement, BdlA, une protéine intervenant dans la régulation du chimiotactisme semble être 

impliquée dans les mécanismes de dispersion du biofilm induits par le NO (Barraud et al., 

2009). BdlA, ne possède aucun des motifs classiques impliqués dans la modulation du c-di-

GMP suggérant le recrutement de PDE. En effet, BdlA est phosphorylée par une guanylate 

cyclase, GcbA. Cette modification post-traductionnelle permet d’assurer un clivage ciblé d’un 
domaine PAS (Per-Arnt-Sim) impliqué dans la signalisation de la protéine BdlA (Petrova et al., 

2014). Une fois clivée, BdlA interagit avec la PDE DipA. BdlA transfert son groupement 

phosphate à DipA conduisant à l’activation de la PDE. DipA recrute également une deuxième 

PDE, RbdA, induisant collectivement une forte diminution du c-di-GMP intracellulaire à l’origine 

de la dispersion du biofilm (Roy et al., 2012). 
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I. Les microorganismes aéroportés : origines, 

types et menaces  

Les microorganismes aéroportés, ou bioaérosols, sont des microorganismes en 

suspension dans l’air retrouvés principalement sous la forme d’agrégats, de regroupements, 

associés à des particules fines (e.g. pollen, poussière, débris végétaux) ou dans des 

goutelettes d’eau (Alghamdi et al., 2014). L’aérosolisation des microorganismes a deux 

origines : naturelle (e.g. vents, pluies, décomposition de végétaux ou animaux) et suite aux 

activités anthropogéniques (e.g. systèmes de ventilation, agriculture, laboratoires) (Fuzzi et 

al., 2006). Lors de l’aérosolisation, les microorganismes sont retrouvés sous deux formes : 

vivante ou morte. De nombreux paramètres environnementaux influencent l’aérosolisation et 

l’état physiologique de ces microorganismes tels que : les conditions météorologiques (pluies, 

vent), le taux d’humidité, la température (Jones and Harrison, 2004), les UVs (Hwang et al., 

2010) ainsi que les polluants atmosphériques (Partie II).  

Les bioaérosols sont constitués d’un large panel de microorganismes tels que des virus, 

bactéries, champignons, microalgues ou protozoaires (DeLeon-Rodriguez et al., 2013; Morin 

et al., 2013) mais également des produits de ces microorganismes (spores, endotoxines, 

mycotoxines, ADN). La population bactérienne représente une concentration moyenne de 

l’ordre de 104 bactéries/m3 (Burrows et al., 2009). Toutefois la composition de cette 

communauté est variable en fonction des différents paramètres précédemment évoqués (Cáliz 

et al., 2018; Després et al., 2012). Ces bioaérosols peuvent par la suite être dangereux à 

l’échelle sanitaire suite à leur inhalation ou lors d’un contact cutané (plaies ouvertes, brûlures). 

Parmi les bactéries pathogènes aéroportées les plus étudiés on retrouve notamment : L. 

pneumophila (Légionellose), B. anthracis (Anthrax), M. tuberculosis (Tuberculose), S. aureus 

(infection de plaies) ou encore P. aeruginosa (infection de plaies et pulmonaire) 

(https://www.atzlabs.com/pdf/Airborne-microbe-list.pdf). Toutefois, l’étude de la qualité de l’air 

sur trois sites distincts : la zone portuaire de Rouen (silos céréaliers) et dans les régions 

suburbaines de Rouen et d’Évreux (Normandie, France) a permis de collecter plus de 3000 

bactéries (AFFSET, 2010). Environ 10% de cette population appartient au genre 

Pseudomonas et plus précisément uniquement au groupe fluorescent (fluorescens et 

syringae) (Morin et al., 2013). Ce même pourcentage a été également retrouvé lors de 

l’échantillonnage au sein d’habitations sur une période de 7 ans (Remold et al., 2015) 

suggérant ainsi leur omniprésence et la stabilité de cette communauté dans notre 

environnement proche. De plus, ce genre bactérien présente une adaptabilité hors du commun 

ainsi que des traits de virulence soulignés par son implication, bien que faible, dans des 

https://www.atzlabs.com/pdf/Airborne-microbe-list.pdf
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infections humaines (Scales et al., 2014) comme l’illustre le cas de P. fluorescens MFN1032 

(Chapalain et al., 2008). 

II. Pseudomonas fluorescens une espèce en 

perpétuel remaniement 

Le genre Pseudomonas sp. a été décrit pour la première fois en 1894 par Migula, comme 

des cellules présentant des organes polaires impliqués dans la mobilité (Migula, 1894). Cette 

description très succinte a conduit à des erreurs d’affiliation à ce genre bactérien. L’origine du 

nom Pseudomonas, bien que non abordée par Migula, dérive du grec « pseudes » faux et 

« monas » unité (Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 1957). Ainsi ce nom demeure 

assez ironique au vue de l’importante hétérogénité et du remaniement encore actuel de la 

classification de ce genre bactérien. En effet, Pseudomonas sp. a fait l’objet de nombreux 

remaniements phylogénétiques. Dans un premiers temps, les bactéries associées au genre 

Pseudomonas ont été principalement classées en fonction de leurs caractéristiques 

physiologiques et biochimiques (Stanier et al., 1966). Par la suite, cette classification a été 

confirmée par des techniques de biologie moléculaire (tests d’hybridations ADN-ADN et ARNr-

ADN) et sub-divisée en cinq groupes (I à V) (Palleroni, 1984). Ces 5 sous-groupes ont été 

associés à la classe des Protéobactéries où les Pseudomonas sensu stricto ont été affiliées 

au sous-groupe I (ϒ-Protéobactéries) et les Pseudomonas sensu lato aux autres groupes (II-

V) (De Ley, 1992; De Vos and De Ley, 1983). Le développement des techniques de biologie 

moléculaire a permis d’affiner la définition de ce genre bactérien via l’étude de la séquence de 

l’ARNr 16S (Anzai et al., 2000) complémentée ensuite par de nombreux autres gènes de 

ménage (atpD, gyrB, rpoB, recA et rpoD) (Hilario et al., 2004; Tayeb et al., 2008). Enfin, la 

technique de MLSA (Multiple Locus sequense analysis) basée sur le séquençage simultané 

de 4 gènes de ménage (ARNr 16S, gyrB, rpoB et rpoD) (Bodilis et al., 2012; Mulet et al., 2012), 

ainsi que des études portant sur l’analyse de génome complet (Gomila et al., 2015) ont permis 

une meilleure délimitation du genre Pseudomonas. Il dénombre actuellement près de 254 

espèces selon la LPSN (List of prokariotic names with standing nomenclature, 

http://www.bacterio.net/Pseudomonas.html). Le genre Pseudomonas sensu stricto a été divisé 

en deux grandes lignées représentées par deux espèces types bactériens: P. aeruginosa et 

P. fluorescens. A l’issue de l’étude de régions hypervariables de l’ARNr 16S, P. fluorescens a 

été subdivisée en 2 grands r-cluster : putida et fluorescens (Bodilis et al., 2012). Le cluster 

fluorescens est constitué de P. fluorescens et d’espèces apparentées (P. syringae et P. lutea). 

Enfin, l’étude MLSA couplée au séquençage de l’ARNr 16S a également permis de séparer 

l’espèce P. fluorescens en trois clades (I-III) (Loper et al., 2012).  

 

http://www.bacterio.net/pseudomonas.html
http://www.bacterio.net/pseudomonas.html
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III. L’omniprésence de P. fluorescens dans 

l’environnement et la santé 

L’ensemble de ces caractéristiques, ainsi que la versatilité entre ls différentes espèces de 

P. fluorescens confèrent à la bactérie une importante adaptabilité à divers environnements. 

En effet, P. fluorescens est une bactérie ubiquitaire retrouvée notamment dans le sol 

(Couillerot et al., 2009), en particuliers dans la rhyzosphère où elle joue un rôle de phyto-

protecteur grâce à la production d’antifongiques exploité en biotechnologie (Raaijmakers et 

al., 2010; Walsh et al., 2001). Ce germe est également localisé dans l’eau (Mena and Gerba, 

2009) et l’air (Duclairoir Poc et al., 2014; Morin et al., 2013). De plus, P. fluorescens représente 

une réelle menace au niveau des industries agroalimentaires (Rajmohan et al., 2002) ou 

encore hospitalières (Mulet et al., 2017; Wong et al., 2011) (Figure 28). En effet, ce germe est 

extrêmement surveillé dans ces milieux en raison de sa capacité à se développer à des 

températures basses. 

 

Figure 28 : Distributions et implications de P. fluorescens dans différentes niches 
écologiques (Scales et al., 2014).  
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La diversité des P. fluorescens et leur adaptabilité à différentes niches écologiques 

peuvent s’expliquer en partie par la grande taille des génomes de ses membres (6 à 6,8 Mpb) 

(Loper et al., 2012). De plus, dans certaines conditions (e.g. température supérieure à 

l’optimum de croissance) P. fluorescens présente la capacité à passer dans un état viable, 

mais non cultivable (VBNC) (Bunker et al., 2004). L’état VBNC favoriserait ainsi la survie de 

P. fluorescens à un environnement inadéquat, via l’arrêt de la division et de la réplication en 

parallèle d’un métabolisme encore actif, mais restreint (Ramamurthy et al., 2014). 

À l’échelle eucaryote, P. fluorescens a longtemps été considérée comme non pathogénique 

bien que comprise dans le microbiome cutané (Hillion et al., 2014), intestinal (Patel et al., 

2013) et pulmonaire (Dickson et al., 2014). En effet, le principal pathogène opportuniste pour 

l’Homme issu de ce genre bactérien est P. aeruginosa. Cette espèce est notamment impliquée 

dans les infections de patients atteints de mucoviscidose (Silva Filho et al., 2013; Young and 

Armstrong, 1972), mais également au niveau des brûlures et des plaies chroniques (Pruitt et 

al., 1998). Cependant, la présence de P. fluorescens a été démontré dans un certain nombre 

de pathologies intestinales (maladie de Crohn) (Wei et al., 2002) cutanées (Dalamaga et al., 

2005) ou encore pulmonaires, comme le démontre l’isolat clinique MFN1032 provenant du 

sputum d’un patients atteints de pneumopathies (Chapalain et al., 2008) ou encore lors de 

transplantation pulmonaires (Dickson et al., 2014). Ainsi, le développement de nouvelles 

techniques d’analyse du microbiome pulmonaire suite à des lavages bronchoalvéolaires, ont 

permis de montrer que le genre P. fluorescens a été retrouvé principalement associé au 

cellules eucaryotes, soit sous forme de biofilm, soit internalisé dans la cellule hôte 

(phagocytose) dans des cas de pneumopathies (Dickson et al., 2014). 

IV. Principales caractéristiques de P. fluorescens et 

facteurs de virulence associés 

1. Aspects généraux 

Ainsi, les bactéries appartenant au genre Pseudomonas fluorescens sont des bacilles 

(droits ou légèrement incurvés) à Gram négatif non sporulants appartenant à la famille des ϒ-

Protéobactéries et mesurant entre 1,5 et 5 μm de long pour 0,5 à 1 μm de large (Palleroni, 

1984). Ces bactéries sont des chimiotrophes à aérobie stricte présentant une activité catalase 

et oxydase (Brenner et al., 2005). Toutefois, certaines souches de Pseudomonas fluorescens 

(e.g. F11γ) sont capables d’utiliser le nitrate comme accepteur final de la chaîne de transfert 

d’électrons (Muriel et al., 2015). Ces germes possèdent une ciliature polaire monotriche ou 

lophotriche (Migula, 1900) (Figure 29A). Le nom fluorescens leur a été attribué en raison de 

leur capacité à produire un sidérophore chromophore (pyoverdine), fluorescent sous 



https://commons.wikimedia.org/wiki/File:P-aeruginosa_fluoreszenz.jpg


Étude des mécanismes de détection, d'adaptation et de protection d'une souche de Pseudomonas fluorescens isolée de l’air en 
réponse au NO2 gazeux, marqueur de pollution automobile 

P a g e  106 | 225 

2. Cas particulier du modèle aéroporté MFAF76a et 

avancé des recherches 

La souche P. fluorescens MFAF76a a été isolée du port de Rouen (silos céréaliers) à l’issue 

d’une étude sur la qualité de l’air de Rouen (Normandie, France) (AFFSET, 2010, Morin et al., 

2013). L’analyse biochimique et physiologique de cette souche a permis d’observer 

l’expression de nombreux traits de virulence à 37°C (Duclairoir Poc et al., 2014). Ces 

caractéristiques sont également partagées avec le modèle clinique MFN1032 isolé du sputum 

de patient atteint de pneumopathie (Chapalain et al., 2008) (Tableau 5).  

Tableau 5: Profils biochimiques et physiologiques des souches P. fluorescens 
MFAF76a (aéroportée) et MFN1032 (clinique) adapté de Duclairoir-Poc et al., 2014 
++ : activité importante ; + : activité faible ;  : hémolyse partielle; A549 : lignée cellulaire d’épithélium 
alvéolaire ; test LDH : test mesurant la cytotoxicité du surnageant de culture bactérien. 

Tests physiologiques et biochimiques 

(à 37°C) 

MFAF76a 

(aéroportée) 

MFN1032 

(clinique) 

Activité enzymatique 
(37°C) 

Estérase ++ ++ 

Lécithinase ++ ++ 

Lipoprotéolytique ++ + 

Protéolytique ++ ++ 

Hémolytique   

Production de 
molécules actives 

Pyoverdine ++ ++ 

Biosurfactant - + 
(Viscosinamides) 

Mobilité 

Swim ++ ++ 

Swarm + + 

Twitch - - 

Formation de biofilm 
24h + + 

48h + - 

Virulence 

A549 (test LHL) Très virulent 
(60-80%) 

Très virulent 
(60-80%) 

C. elegans 
Avirulente 

(létalité 21j) 
Avirulente 

(létalité 17j) 

D. discoideum Avirulente Avirulente 

Par la suite l’étude du système de sécrétion de type 6 (SST6), associée à l’activité 

antimicrobienne in silico, couplée à des tests physiologiques a permis de mettre en évidence 

la présence et la fonctionnalité d’un SST6 chez MFAF76a dont MFN10γβ est dépourvu. 

Toutefois l’étude in silico a révélé la présence d’un SSTγ, associé à la virulence de la souche 

sur modèle eucaryote chez MFN1032, mais pas MFAF76a (communication personnelle). En 
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parallèle, l’étude de molécule du Quorum Sensing spécifique (N-acyl homosérine lactone) n’a 

pas permis d’observer la production de ces molécules signal chez les deux souches d’intérêt 

(communication personnelle). Plus récemment l’étude du lipidome de ces deux souches a 

permis d’observer des profils similaires (Kondakova et al., 2015) comprenant deux 

glycérophospholipides majoritaires : la phosphatidyléthanolamine (73%) et le 

phosphatidylglycerol (14%) et de deux espèce minoritaires : la phosphatidylcholine (10%) ainsi 

qu’un GP inconnu nommé UGP (γ%) (% issus d’une communication personnelle).  

Enfin, l’exposition de ces deux germes à 45ppm de NO2, concentration permettant 

d’observer des effets délétères chez l’Homme et visibles chez P. fluorescens, a mis en 

évidence une augmentation de l’épaisseur du biofilm de 2,4 et 1,1 fois respectivement chez 

les souches MFAF76a et MFN1032. Toutefois aucune modification significative de la 

biomasse n’a été notée. En parallèle, une augmentation de l’antibiorésistance pour la 

ciprofloxacine et le chloramphénicol d’un facteur β a été observée après exposition pour les 

deux souches. Cette antibiorésistance a été notamment attribuée à la pompe à efflux MexEF-

OprN spécifique à ces deux antibiotiques. En effet, une surexpression de mexE d’un facteur 

14 et 100, mexF d’un facteur 3,5 et 47 et oprN d’un facteur 4,6 et 73, a été observée 

respectivement pour MFAF76a et MFN1032 après exposition à 45 ppm (Kondakova et al., 

2016). De plus, une surexpression d’un facteur β5 chez MFAF76a et βγ chez MFN10γβ du 

gène homologue à hmp chez E. coli (codant une flavohémoprotéine impliquée dans la 

déNOxification) a été constatée. 

Ainsi, l’ensemble de ces données valide l’utilisation de MFAF76a en tant que modèle 

bactérien aéroporté pour mesurer l’impact de la pollution atmosphérique sur l’adaptation et la 

virulence de P. fluorescens. 
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 Contexte d’étude et objectifs 

Traditionnellement, les épidémiologistes associent l’augmentation de pneumopathies 

d’origine bactérienne au caractère irritant des polluants atmosphériques, tels que les NOx 

(dont le NO2 est le représentant majoritaire), sur les tissus pulmonaires. Ce phénomène peut 

conduire à une immunodépression humaine, facilitant ainsi la colonisation bactérienne 

(Silveyra et al., 2017). Toutefois, les microorganismes sont continuellement « aggressés » par 

ces mêmes polluants, omniprésents dans leur microenvironnement proche, y compris leurs 

hôtes, où ils sont exploités comme agents antibactériens (Bogdan, 2015). Malgré l’aspect 

menaçant de ces NOx, notamment lié à leur forte interconnection avec les ROS (Bartesaghi 

and Radi, 2018), un grand nombre de microorganismes, dont Pseudomonas aeruginosa, 

possèdent un arsenal d’enzymes, aux régulations complexes, impliquées dans la réponse aux 

stress oxydant et nitrosant (Arai, 2011; Arai et al., 2005; Wei et al., 2012). Ainsi, une hypothèse 

alternative à l’origine de nos travaux de recherche serait que les polluants atmosphériques de 

types NOx induiraient une augmentation de la virulence bactérienne. Lors d’une étude au sein 

de services d’urgences européens, les Pseudomonas spp. s’avèrent l’un des genres 

bactériens prépondérants (14%) dans le cas de pneumopathies et accroient le taux de 

mortalité (Vincent et al., 2006). Au Laboratoire de Microbiologie Signaux et 

Microenvironnement (LMSM, EA 4312, Université de Rouen), de précédents travaux ont 

permis d’observer le caractère virulent (croissance à γ7°C, production d’enzymes 

hémolytiques et  protéolytiques) d’une souche aéroportée de Pseudomonas fluorescens 

MFAF76a, et de son congénère clinique MFN1032 (Duclairoir Poc et al., 2014).  

Lors de ses travaux doctoraux, le Dr T. Kondakova a finalisé un système original, 

permettant l’exposition directe et concomitante de bactéries issues de la même culture en 

présence ou non de polluants, à l’état gazeux (Kondakova et al., 2016). De plus, ces travaux 

ont mis en évidence l’augmentation de caractères impliqués dans la virulence (e.g. 

antibiorésistance, biofilm), chez ces deux souches de P. fluorescens (Kondakova et al., 2016). 

Ainsi, dans la continuité de ces précédents travaux, les objectifs de ce projet doctoral ont 

été: 

- D’évaluer l’impact du stress nitrosant, notamment sur l’enveloppe bactérienne de P. 

fluorescens MFAF76a, rencontré à l’issue d’une exposition au NO2. 

- D’identifier de nouveaux bio-marqueurs du stress nitrosant. 

- De décrypter les mécanismes impliqués dans la réponse et l’adaptation au stress 

nitrosant, et l’apparition de phénotypes virulents via l’élaboration de mutants 

d’intérêts. 

Ces travaux ont pour but d’établir un lien entre lien entre le polluant automobile NO2 gazeux 

et les infections pulmonaires d’origine bactérienne.   
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I. Physiologie bactérienne 

1. Souches bactériennes 

 Dans le cadre de cette thèse une souche environnementale aéroportée de 

Pseudomonas fluorescens : MFAF76a a été utilisée. Cette bactérie est psychotrope 

présentant une température optimale de croissance à 28°C. Il a été néanmoins démontré 

lors d’une étude précédente qu’elle est également capable de se développer à 37°C 

(Chapalain et al., 2008; Duclairoir Poc et al., 2014). Des mutants de délétion et de 

complémentation ont été réalisés. L’ensemble des souches et plasmides utilisés sont 

référencés dans les Tableau 6 et Tableau 7. 

 

 

 

Tableau 6 : Liste des souches utilisées. 
CFBP : Collection française de bactéries associées aux Plantes 

Souches Caractéristiques Références 

Pseudomonas fluorescens 

MFAF76a Isolée de l’air (Morin et al., 2013) 

MFAF76a+EV MFAF76a avec le plasmide pPSV35 vide, Gm
R
 Cette étude 

MFAF76a+fliA 
MFAF76a avec le plasmide pPSV35 contenant le gène 
fliA, Gm

R
 

Cette étude 

MFAF76a+hmp 
MFAF76a avec le plasmide pPSV35 contenant le gène 
hmp, Gm

R
 

Cette étude 

MFAF76a+oprN 
MFAF76a avec le plasmide pPSV35 contenant le gène 
oprN, Gm

R
 

Cette étude 

MFAF76aΔhmp Mutation du gène hmp par délétion centrale (823 pb) Cette étude 

MFAF76aΔoprN Mutation du gène oprN par délétion centrale (1032 pb) Cette étude 

MFAF76aΔhmp+hmp 
MFAF76aΔhmp avec le plasmide pPSV35 contenant le 
gène sauvage hmp, Gm

R
 

Cette étude 

MFAF76aΔoprN+oprN 
MFAF76aΔoprN avec le plasmide pPSV35 contenant le 
gène sauvage oprN, Gm

R
 

Cette étude 
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Escherichia coli 

S17.1 RP4-2-Tc ::Mu, aph ::Tn7, recA, smR, souche donneuse 
pour conjugaison (Simon et al., 1983) 

Top 10® F-mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZΔM15 ΔlacX74 
recA1 araD139 

Collection LMSM 

Tableau 7 : Liste des plasmides utilisés 

Plsamides Caractéristiques Références 

pAKE604 Vecteur plasmide conjugatif, Ap
R
, Km

R
, oriT, lacZ, sacB (El-Sayed et al., 

2001) 

pAKE604-Δhmp pAKE604 portant le gène hmp délété de sa partie centrale 
(823 pb) 

Cette étude 

pAKE604-ΔoprN pAKE604 portant le gène oprN délété de sa partie centrale 
(1032 pb) 

Cette étude 

pME6032 Vecteur d’expression pVS1-p15A, lacIq –Ptac ; TcR (Heeb et al., 2000) 

pPSV35 P. aeruginosa oriV, lacIq mob+, PlacUV5, pUC18 MCS, 
vecteur d’expression, GmR

 
(Rietsch et al., 
2005) 

pPSV35-fliA pPSV35 portant le gène fliA (741 pb) de P. fluorescens 
MFAF76a (EcoRI/XbaI) 

Cette étude 

pPSV35-hmp pPSV35 portant le gène hmp (1182 pb) de P. fluorescens 
MFAF76a (EcoRI/XbaI) 

Cette étude 

pPSV35-oprN pPSV35 portant le gène oprN (1422 pb) de P. fluorescens 
MFAF76a (EcoRI/XbaI) 

Cette étude 

2. Milieux de culture 

 Dans le cadre de cette étude, les différentes souches utilisées (Tableau 6) ont été 

cultivées en milieu Luria Bertani (LB) supplémenté ou non d’antibiotiques. Le milieu LB est 

composé pour 1 litre de 10 g de tryptone, 5 g d’extraits de levure, 5 g de NaCl et le pH est 

ajusté à 7. Pour les étapes de sélection des mutants, le LB a été supplémenté de 10% de 

sucrose, de 40 µg/mL de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- -d-galactopyranoside (Xgal) 

(Promega, France) et/ou d’antibiotiques. L’induction des gènes d’intérêt portés sur le 

plasmide pPSV35 a été réalisée par ajout d’Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside à 1 mM 

(IPTG) (Promega, France). Le milieu Cétrimide, composé pour 1 litre de 45,3 g de milieu 

deshydraté Cétrimide (Solabia, France) et de 10 mL de glycérol, a été utilisé pour la 

sélection des Pseudomonas après conjugaison avec E. coli S17.1. Enfin un milieu 

minimum Davis Medium Broth (DMB) a été utilisé lors de l’exposition de P. fluorescens au 

NO2. Ce milieu a été choisi à la suite d’une étude préliminaire pour son faible pouvoir 

oxydant en présence du stress nitrosant comparé à un milieu riche. Le DMB est composé 
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pour 1 litre de 10,45 g de K2HPO4, 3,81 g de KH2PO4, 2,01 g de (NH4)2SO4, 0,049 g de MgSO4, 

2,16 g de glucose et de 1 mL de solution trace (Tableau 8). 

Tableau 8 : Composition de la solution trace constituant le DMB 

Composants Quantité (pour 1L) 

CoCl2 20 mg 

H3BO3 30 mg 

ZnSO4 10 mg 

CuSO4 1 mg 

NiCl2 2 mg 

Na2MoO4 3 mg 

FeSO4 10 mg 

MnSO4 2,6 mg 

 Afin d’obtenir du LB ou du DMB gélosés (LBg, DMA respectivement), l’ajout de 15 

g/L d’agar est nécessaire.  

 L’ensemble de ces milieux est stérilisé par autoclavage à 121°C pendant 15 

minutes. Les antibiotiques, l’IPTG ou le Xgal, étant thermosensibles, sont stérilisés, si 

nécessaire par filtration sur 0,22µm puis ajoutés extemporanément aux milieux stériles. 

3. Conditions de culture 

 Toutes les pré-cultures bactériennes des différentes souches ont été réalisées 

dans 5mL de milieu Luria Bertani (LB) à partir du souchier. Les précultures sont incubées 

sur la nuit à 28°C pour P. fluorescens ou 37°C pour E. coli sous agitation orbitale à 180 

rpm. 

 Des cultures bactériennes de P. fluorescens ont alors été réalisées par inoculation 

d’un milieu minimum Davis Medium Broth (DMB) à une densité optique de 580 nm 

(DO580nm) égale à 0,08. Les cultures sont incubées à 28°C sous agitation orbitale à 180 rpm 

pendant 16 heures pour atteindre la phase stationnaire de croissance (2.109 CFU/mL). 

4. Cryo-conservation des souches 

 Les souches sont isolées sur gélose, supplémentée en antibiotiques si nécessaire 

afin de vérifier l’absence de contamination. Une suspension bactérienne est réalisée, puis 

mélangée à une solution cryo-protectrice fournie dans des tubes à cryo-billes (Fisher 

Scientific, France). Les tubes sont ensuite conservés en souchier à -80 °C. 

5. Étude de la cultivabilité 

 Des tests de cultivabilité ont été effectués après exposition au NO2 afin de mesurer 

la survie de la souche. Une gamme de dilution en eau physiologique stérile a été réalisée à 
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partir de la solution de resuspension des filtres. Un volume de 100 µL des dilutions est 

étalé en triplicat techniques sur LBg, puis incubé à 28°C pendant 24h. Les unités formant 

des colonies (UFC) sont alors dénombrées, puis rapportées à une concentration moyenne 

en UFC/mL. 

6. Suivi de croissance 

 Le suivi de la croissance bactérienne a été réalisé par mesure de l’absorbance à 

580nm à l’aide de l’appareil Bioscreen C MBR (Oy Growth Curves Ab Ltd., Helsinki, 

Finlande). Brièvement, les cultures ont été resuspendues dans du DMB à une DO580nm de 

0,08, puis 200µL de la suspension bactérienne ont été déposés par puits dans une plaque 

100 puits (HoneyComb ®) en six réplicats techniques. Un témoin négatif a été réalisé à 

l’aide du milieu seul. La plaque a été incubée à 28°C sous une agitation continue moyenne. 

La mesure a été effectuée toutes les 30 minutes pendant 24h. Enfin le temps de 

génération a été calculé à l’aide de la formule suivante : � = ���log�� − log�log2  

 Dans cette formule, Texp représente le temps de la phase exponentielle, Nt et No : 

le nombre d’unités formant une colonie (UFC), à la fin et au début de la phase 

exponentielle, respectivement. Les cinétiques de croissance ont été réalisées en quatre 

réplicats expérimentaux indépendants. 

7. Mesure de la perméabilisation membranaire 

 La perméabilité de la membrane bactérienne a été évaluée après exposition au 

stress nitrosant via le kit BacLight (L7012, Thermofisher, Leiden, Pays-Bas) selon les 

recommandations du fournisseur. Brièvement, 1mL de suspension bactérienne est 

marqué avec 5µM de SYTO9 (marqueur cellulaire) et β0µM d’iodure de propidium (IP, 

marqueur des cellules perméabilisées) pendant 10 minutes à température ambiante et à 

l’obscurité. Après marquage 5µL des échantillons sont déposés en duplicat sur lamelle. Le 

montage est stabilisé par l’utilisation de Prolong Diamond (Thermofisher) servant à 

maintenir la fluorescence. Les échantillons sont stockés à 4°C pendant un mois si 

nécessaire avant observation au microscope confocal. Le reste des échantillons est étudié 

en duplicat par une technique de cytométrie en flux (CytoFLEX S, Beckman Coulter). 

8. Microscopie confocale à balayage laser 

 L’observation de la perméabilisation membranaire a été effectuée à l’aide du 

microscope à balayage laser LSM 710 (Zeiss, Marly le Roi, France) avec l’objectif à 



Étude des mécanismes de détection, d'adaptation et de protection d'une souche de Pseudomonas fluorescens isolée de l’air en 
réponse au NO2 gazeux, marqueur de pollution automobile 

P a g e  114 | 225 

immersion à huile (63 x). Les paramètres d’acquisition pour les différents marqueurs 

utilisés sont indexés dans le tableau ci-dessous (Tableau 9). 

Tableau 9 : Paramètres d'acquisition utilisé pour les différents marqueurs 

Marqueur Longueur d’excitation Longueur d’émission 

IP 535 nm 617 nm 

Syto9 485 nm 498 nm 

 L’intensité de fluorescence, sa répartition et son homogénéité est calculé à l’aide 

du logiciel COMSTAT v2.1 2015 (Université technique du Danemark, Lyngby) (Heydorn et 

al., 2000, 2002). 

9. Cytométrie en flux phase liquide 

La perméabilité des échantillons marqués à l’IP et au SYTO9 après exposition a 

été mesurée par une technique de cytométrie en flux CytoFLEX S (Beckman Coulter, 

Roissy, France). Dans un premier temps, l’appareil a été calibré à l’aide d’un standard 

(CytoFLEX Daily QC Fluorospheres, Beckman Coulter, Roissy, France). L’appareil est 

paramétré à l’aide du logiciel CytExpert v2.3.0.84 de 2018 (Beckman Coulter, Roissy, 

France) comme décrit ci-dessous (Tableau 10) 

Tableau 10 : Paramètres utilisés sur le logiciel CytExpert 

Paramètres d’acquisition 

Laser IP : laser Bleu Excitation 488nm, canal de fluorescence 
690/50nm 

Ou laser violet Excitation 405 nm, canal de fluorescence 
610/20 nm 

SYTO9 : laser Bleu Excitation 488nm, canal de 
fluorescence 525/40 nm 

Seuil du nombre d’évènement 10 000 évènements 

Vitesse Low (10 µL/min) 

Deux témoins sont réalisés pour calibrer les seuils de fluorescens : un témoin négatif 

- suspension bactérienne en eau physiologique non marquée - et positif de perméabilté 

membranaire – suspension bactérienne traitée pendant 10 minutes à l’éthanol 100% (v/v) 

puis marquée. Chaques mesures ont été réalisées en duplicat techniques. Les 

expérimentations ont été réalisées en quadruplat biologiques.  
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II. Méthodes de physico-chimie  

1. Exposition au NOx 

 Les cultures bactériennes ont été récupérées en début de phase stationnaire de 

croissance, puis étalées sur des membranes d’acétate de cellulose (diamètre des pores : 

0,2µm, diamètre des membranes : 47mm, Sartorius Biolab, Dourdan, France) 

préalablement déposées sur du milieu DMA. Les bactéries sont ensuite incubées pendant 

4 heures à β8°C afin d’obtenir une couche mince et homogène de bactéries sur filtre. Les 

membranes sont alors transférées sur un milieu constitué uniquement d’agar dans des 

boîtes rectangulaires (12,78 cm x 8,55 cm, Nunc, Thermo Scientific, Montigny le Bretonne, 

France). Les boîtes sont placées immédiatement dans un montage dédié à l’exposition des 

bactéries pendant 2 heures à 28°C (Ghaffari et al., 2005; Kondakova et al., 2016). 

Brièvement, le système d’exposition est constitué de deux chambres cylindriques en 

Plexiglas stériles permettant de contenir chacune 12 filtres. Un système d’injection et 

d’évacuation des gaz est connecté à chaque chambre. Deux conditions d’exposition sont 

ainsi réalisées en parallèle : « témoin » et « exposé » à partir de la même culture 

bactérienne. La condition « témoin » est réalisée à l’aide d’air synthétique constitué de 80% 

d’azote (N2) et 20% d’oxygène (O2). La condition « exposé » est réalisée par ajout d’une 

concentration de 45 ppm de dioxyde d’azote (NO2) tout en maintenant le ratio N2 / O2. 

L’ensemble des bouteilles de gaz utilisées (Air Liquide GMP Europe, Grand-Couronne, 

France) sont reliées à des débitmètres (Alicat Scientific, Inc., Eybens, France.) afin 

d’ajuster le débit final d’exposition à β L/min. Au minimum, trois réplicats biologiques ont 

été réalisés pour chaque condition. Après exposition, les bactéries ont été récupérées des 

filtres dans 20 mL d’eau physiologique stérile et l’absorbance à 580nm a été mesurée. 

Différents tests physiologiques ont été réalisés immédiatement après exposition, puis la 

suspension est centrifugée 20 minutes à 13000g à 4°C pour récupérer séparément le 

culot et le surnageant. Des tests biochimiques et de biologie moléculaire ont été réalisés 

ultérieurement sur les culots congelés. 

III. Méthodes de biochimie  

1. Extraction des protéines totales 

 Les protéines totales ont été extraites à partir des culots bactériens obtenus après 

exposition conservés par congélation à -20°C. Les culots sont lavés trois fois avec 5 mL 

de tampon Tris-HCl à 20mM pH 7,4. Les bactéries sont ensuite lysées par 6 cycles 

successifs de sonication composés d’une minute de sonication en courant alternatif et 2 

minutes de latence. Les débris cellulaires sont ensuite éliminés par centrifugation 15 
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minutes à 10000g à 4°C. Les extraits sont traités par des inhibiteurs de protéase (88666, 

Thermofisher, Illinois, Etats Unis) et de la Benzonase nucléase (E1014, Sigma Aldrich, St. 

Quentin Fallavier, France) pendant 30 minutes sur glace. Les protéines sont alors 

quantifiées par un dosage de Bradford (#500-0205, Bio-Rad, Marnes La Coquette, 

France) à l’aide d’une gamme étalon d’albumine de sérum bovin (W384A, Promega, 

Madison, Etats Unis) comprise entre 0 et 1 mg/mL. Brièvement, les échantillons et la 

gamme étalon sont dilués au 50
ème

 avec la solution de Bradford, puis incubés à température 

ambiante pendant 30 minutes à l’abri de l’obscurité. L’absorbance à 595 nm est ensuite 

mesurée et la concentration en protéine peut être évaluée à l’aide de la gamme. Les 

échantillons ont été concentrés à 30µg avant d’être identifiés et quantifiés de manière 

relative (condition exposé/témoin) par l’intermédiaire d’une collaboration avec la plate-

forme de protéomique PISSARO (Rouen). La technique utilisée pour cette étape est la 

chromatographie liquide couplée à de la spectrométrie de masse (LC-MS, Orbitrap) 

2. Étude du profil de glycérophospholipides (GPs) 

2.1.  Extraction des GPs 

 L’extraction des lipides a été réalisée selon la méthode de Bligh et Dyer (Bligh et al., 

1959). Brièvement, une culture de 100mL de Pseudomonas fluorescens en LB est lavée 

trois fois successives avec de 2 mL d’eau physiologique stérile après centrifugation à 

13000g 4°C pendant 10 minutes. Puis le culot est resuspendu dans βmL d’eau milliQ 

stérile avant d’être transféré dans des vials en verre. Le culot est alors lyophilisé à l’aide 

du programme suivant : 3h à -30 °C, 3h à -5 °C. Les échantillons sont alors conservés à 

température ambiante. Environ 1g de cellules lyophilisées est resuspendu avec γ mL d’un 

mélange Chloroforme/Méthanol (1/2, v/v) afin de lyser les cellules. Le mélange est 

complété de 1 mL de chloroforme et 1,8 mL d’eau HPLC successivement. La phase 

chloroforme contenant les extraits lipidiques est ensuite collectée et évaporée sous un flux 

d’azote (N2) avant d’être stockée à -20 °C. 

2.2. Analyse des GPs 

2.2.a. Séparation sur chromatographie couche mince 

(CCM) 

 Les GPs ont été séparés à l’aide d’une chromatographie sur couche mince (CCM) 

en utilisant une méthode adaptée de Fuchs et al., 2007. Les plaque de CCM (1.05556.0001, 

HPTLC Silica gel 60 F254, Merck, Allemagne) ont dans un premier temps été conditionnées 

à l’aide du solvant d’élution constitué de : Chlorofome/Éthanol/Eau/Triéthylamine 
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(35/35/7/35, v/v/v/v) et activées à 100°C sous vide pendant 2 heures. Les extraits de GPs 

ont été déposés en triplicat sur CCM et séparés à température ambiante. Les spots de 

GPs ont ensuite été révélés à l’aide d’un spray à la primuline (206865, Sigma Aldrich, 

France) 0,05% dans un mélange acétone/eau (8/2, v/v) puis visualisés par fluorescens UV 

à γ65 nm. Ce colorant se lie de manière non covalente aux résidus apolaires d’acides 

gras et n’affecte pas l’analyse MS ultérieure des CCM (Richter et al., 2008). Les facteurs de 

rétention (Rf) ont été calculés en utilisant le logiciel Sweday JustTLC (v. 4.0.3, Lund, 

Suède). 

2.2.b. Identification des GPs  

 Les GPs ont été directement identifiés après séparation sur chromatographie couche 

mince par spectrométrie de masse à temps de vol et désorption ionisation laser assistée par 

matrice (MALDI-TOF MS) (MS : Autoflex III, laser : OptibeamTM Nd/YAG 355nm, fréquence 

triple de 200 Hz; Brucker Daltonics) selon les conditions décrites par Kondakova et 

collaborateurs (Kondakova et al., 2015). L’acide 2,5-Dihydroxybenzoïque (DHB, 85707, Sigma 

Aldrich, Allemagne) a été utilisé comme matrice (200 g/L dans un mélange d’acétonitrile et 

d’acide trifluoro-acétique à 0,1% (90 :10, v/v). Le voltage d’excitation utilisé est de 19,5 kV et 

le voltage du réflecteur de 21 kV. La puissance du laser a été maintenue à 30%. Les spectres 

MS ont été acquis avec le réflecteur en mode ion positif. Chaque acquisition a été réalisée 

grâce à 200 coups de laser sur un même point. Pour chaque GPs détectés une analyse par 

MS-MS a été réalisée afin d’identifier précisément la composition chimique de ces molécules 

par analyse Post source Decay (PSD) comme décrit précédemment (Fuchs et al., 2007). 

IV. Méthodes de bio-informatique 

1. Identification de séquences d’intérêt 

 La souche d’intérêt de Pseudomonas fluorescens, MFAF76a, ayant été 

préalablement séquencée et partiellement assemblée, son génome a pu être annoté à 

l’aide du logiciel automatisé Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST) v2.0 

2015 (http://rast.theseed.org/FIG/rast.cgi). L’annotation de contigs d’intérêts a été 

également vérifiée à l’aide du serveur CDSEasy (http://db-

mml.sjtu.edu.cn/STEP/STEP_CDSeasy.php). En parallèle, une étude in silico sur la 

présence de gênes d’intérêt a été également effectuée à l’aide du logiciel Blast+ v2.7.1 de 

2017 (NCBI, ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/) par 

comparaison des séquences nucléiques (blastn) et traduites en protéines (blastx) aux 

bases de données disponibles sur Pseudmonas.com (http://www.Pseudomonas.com/), le 

KEGG (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html), Uniprot (https://www.uniprot.org/) et 

http://rast.theseed.org/FIG/rast.cgi
http://db-mml.sjtu.edu.cn/STEP/STEP_CDSeasy.php
http://db-mml.sjtu.edu.cn/STEP/STEP_CDSeasy.php
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/
http://www.pseudomonas.com/
http://www.pseudomonas.com/
https://www.genome.jp/kegg/pathway.html
https://www.uniprot.org/
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PATRIC (https://www.patricbrc.org/). Les souches de référence de Pseudomonas 

fluorescens actuellement disponibles (A506, SBW25, SS101, PF01) sur ces différentes 

bases de données ont permis une meilleure identification des gènes d’intérêt. 

2. Élaboration des amorces pour la RT-qPCR 

 Les paires d’amorces utilisées pour l’étape de RT-qPCR (Tableau 11) ont été 

dessinées à l’aide du logiciel Primer express® 
version 3.0.1 de 2015 (Applied Biosystem®, 

ThermoFisher Scientific, France) permettant de s’assurer de l’absence de structure 

secondaires ou d’homo- et hétérodimérisation des amorces. La température de fusion 

choisie pour ces amorces est de 60°C, la taille des amorces est comprise entre 15 et 25 

nt et la région amplifiée est comprise entre 50 et 150 nt. 

Tableau 11 : Amorces de RT-qPCR utilisées pour la souche P. fluorescens MFAF76a 

Gène Accession Amorce sens (5’ 3’) (F) Amorce antisens (3’ 5’) (R) 

algD MH937712 AAAGCCCGCTGGTCGAA TCGTAGATGCTCAGGTCGTAACC 

algU MH937713 CCATGAAGCCCAGGACGTT ATTTCCAAGTGCCCGATACG 

mexS MH937719 GATCGCGGCGACCAAAT TTCCTCTTCGGTGACGATGAC 

mexT MH937720 CTCGCTGAGCCTGGATGAC TTCCAGCTCTTCATCGATAAACC 

mvaT MH937721 TTGTCCAGACTCGCTGAATTTC GCCCGGCATCGTTCTTC 

oprF MH937723 CCCATCCACCACCACTACTGTT CGCTCGGACAGTTTCTGGTT 

recA MH937724 ATCGCCCATACGCATTACG CGGCCCTGGGTCAGATC 

sigX MH937725 GATTTGTCGCAGAGCTGGAGTT TGTCGCACTCAAACCCATGT 

ahpC MK305853 GCCTATCATCAACAGCCAAGTAAA AGCATCCGAGACTTGAACGAA 

ahpF MK305854 CGAACACCGATTGGCTGAA ATCCCCGCAATCGAAGTCT 

anr MK305855 CAGTTGATGCGGGTGATGAG CGACAGCAGCAGCATCATTT 

fur MK305856 CCTGCCACGGGTCAAGAT GCTTCCATCAACGCCTTGTAG 

hmp KT070325 AAACCGCGATCTATGACCAG GCTTCATGCCGATGTACTGA 

iscA MK305857 ACGAGGTAGTGGCGGAAGATC TCGGTGCCGTCCAGGTA 

iscR MK305858 CATCTCCCTGTCCTACCTCGAA ACCGCGAACGCTGGAA 

iscS MK305859 AATTGCCGATTTACCTTGATTACTCT GACCAGCAGGCATTCACTCA 

katA MK305860 CAAGCGGCGGCTCATTA CGATCAACGGAAACTCCTTCTG 

sodA MK305861 ATGCCTACGATGCCCTTGAG GATGCTTGGTGTAATGGATTTCC 

https://www.patricbrc.org/


http://primer3.ut.ee/
https://tmcalculator.neb.com/#!/main
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cette séquence est également vérifiée à l’aide du site http://www.cathdb.info/ pour s’assurer 

de l’absence du site actif présent sur la protéine sauvage. 

Concernant les amorces dessinées pour les mutants de complémentation, la 

même stratégie a été utilisée. Dans ce cas, le couple d’amorces a été créé afin d’amplifier 

la totalité du gène d’intérêt. La région à amplifier, à définir sur l’outil http://primer3.ut.ee/, 

est donc dépendante de la taille du gène d’intérêt (hmp : 1182 pb, oprN : 1422 pb) 

(Tableau 13). 

Tableau 13 : Liste des amorces utilisées pour la complémentation. 
Les lettres en rouge correspondent à une extension de l’amorce permettant la fixation des enzymes 
sur leurs sites de restriction ; les lettres en orange et bleu correspondent respectivement aux sites 
de restriction pour les enzymes EcoRI, XbaI ; Les lettres noires correspondent aux séquences 
faisant partie des séquences flanquantes ou internes du gène à muter. 

Gène Amorce sens (5’ 3’) Tm (°C) 

Mutant de complémentation du gène hmp 

Comp-hmp-F TAATAAGAATTCAGTCACCTTATGCTTAGCG 57 

Comp-hmp-R TAATAATCTAGATTGCCTTTCCTTTGTAAGTC 58 

Mutant de délétion du gène oprN 

Comp-oprN-F TAATAAGAATTCCGCAACAATGAGTCTGAAA 60 

Comp-oprN-R TAATAATCTAGAAGGAGCTCTTTAACAACCTT 56 
 

4. Vérification de la séquence nucléotidique 

 Le séquençage des produits de PCR et des constructions plasmidiques contenant 

l’insert d’intérêt a été réalisé par le prestataire de service Beckman Coulter Genomics 

(Royaume-Uni, http://www.beckmangenomics.com/). Les séquences ont été analysées par 

alignement de séquence à l’aide du logiciel BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999) 

ainsi que par Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

5. Étude de la séquence protéique et de la structures 3D  

 Une étude prédictive de la structure γD de la protéine Hmp a été réalisée à l’aide du 

logiciel RaptorX (http://raptorx.uchicago.edu/). L’homologie des séquences protéiques de Hmp 

et HmpR avec celles de P. aeruginosa, respectivement Fhp et FhpR a été étudié en utilisant 

Blast (blastp).  

6. Analyse statistique 

L’ensemble des données ont été analysées à l’aide d’un test non paramétrique de Mann-

Withney à l’aide du logiciel GraphPad Prism v6. 

http://www.cathdb.info/
http://primer3.ut.ee/
http://www.beckmangenomics.com/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://raptorx.uchicago.edu/
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V. Méthodes de biologie moléculaire 

1. Extraction d’ADN génomique  

 L’ADN génomique des souches d’intérêts a été extrait dans le but de vérifier les 

amorces dessinées pour la RT-qPCR ainsi que la réalisation de différents mutants. Ainsi 

1mL de préculture bactérienne a été lavé à deux reprises avec 1mL d’eau physiologique 

stérile froide après centrifugation à 8000g 4°C pendant 5 minutes. Le culot est ensuite 

repris dans 500µL d’eau distillée stérile froide et chauffé à 100°C pendant 10 minutes afin 

de lyser les cellules. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation 8000g 5 minutes 

à température ambiante. Le surnageant, contenant l’ADN génomique, est quantifié par 

lecture de l’absorbance à β60nm et conservé à -20°C. 

2. Extraction de plasmides  

 Les plasmides bactériens ont été extraits à l’aide du kit PureLink Quick Plasmid 

Miniprep (InvitrogenTM, Vilnius, Lituanie) selon les recommandations du fournisseur à 

partir d’une culture bactérienne en phase stationnaire. 

3. Séparation d’acides nucléiques 

 Les fragments d’acides nucléiques (ARNm, produits de PCR) et les plasmides d’intérêt 

sont séparés par électrophorèse sur gel d’agarose (de 1% pour les fragments de grande taille, 

2% pour ceux de petite taille) dans un tampon Tris-Acétate EDTA (TAE) 1X. Le TAE est 

composé pour un litre de 40mM de Tris, 0,1 % d’acide acétique, βmM d’acide 

éthylènediaminetétraacétique (EDTA) et le pH est équilibré à 8,5. Du tampon de charge (30% 

glycérol, 0,25% bleu de bromophénol) est ajouté aux échantillons à un ratio 1/5 (v/v) avant 

dépôt sur gel. La migration a été réalisée à 130V pendant 20 minutes. Les échantillons sont 

visualisés sous UV à 280nm après coloration des gels pendant 30 minutes dans un bain de 

Sybr® Safe DNA Gel (InvitrogenTM, Etats Unis). La taille des fragments d’acides nucléiques est 

mesurée à l’aide du marqueur de taille GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher™, 

Bleiswijk, Pays Bas). 

4. Quantification des acides nucléiques 

 Les extraits nucléiques (ADN, ARN) ont été quantifiés à l’aide du NanoDrop β000cTM 

(Thermo ScientificTM, Etats Unis) par lecture de l’absorbance à β60 nm. Les rapports 

d’absorbance A260/230 et A260/280 ont également permis de s’assurer de l’absence de 

contamination de type solvant organique (230nm) ou protéique (280nm) respectivement. 
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5. Construction des séquences nucléiques pour les 

mutants 

5.1. Amplification par polymerase chain reaction (PCR) 

 Les séquences d’intérêt pour la conception des mutants (délétion et complémentation) 

ont été amplifiées par PCR à l’aide de la polymérase : Taq Phusion® High Fidelity DNA 

polymerase (NEB, Ipswich, Angleterre). Les conditions de PCR utilisées sont adaptées selon 

les recommandations du fournisseur. Le mélange réactionnel de PCR est constitué de tampon 

HF à 1X, d’amorces à 0,8 µM, DNTP à 0,β mM, d’ADN chromosomique à environ 0,6 ng, 

d’enzyme Taq Phusion® DNA polymerase à 0,5U pour un volume réactionnel de 50µL. Le cycle 

de PCR est composé d’une étape de dénaturation à 98°C pendant γ0 secondes, puis γ0 cycles 

de dénaturation (98°C, 10 secondes), hybridation (Tm référencé dans les Tableau 12 et 

Tableau 13, 30 secondes) et d’élongation (7β°C, 1 min/kb) suivie d’une dernière étape 

d’élongation à 7β°C pendant 5 minutes. Les échantillons sont vérifiés sur gel d’agarose et 

quantifiés, puis conservés à -20°C. 

5.2. Purification des produits de PCR 

 Les produits de PCR sont purifiés à l’aide du kit PureLink® PCR Purification 

(InvitrogenTM, Vilnius, Lituanie) selon les recommandations du fournisseur. 

5.3. Digestion enzymatique 

 La sélection des enzymes de restriction utilisées dans le cadre de la construction de 

mutants dépend de deux critères : présence dans cassette de multiclonage (MCS) du plasmide 

et absence au sein des fragments d’ADN d’intérêt. La localisation des sites de restriction sont 

vérifiés à l’aide de l’outil RestrictionMapper vγ (http://www.restrictionmapper.org/). Les 

enzymes de restriction sont utilisées dans les conditions optimales décrites par le fournisseur 

New England Biolags Inc. (NEB® Ipswich, Angleterre) et, dans le cas de double digestion, de 

l’outil en ligne Double Digest Finder (https://nebcloner.neb.com/#!/redigest) comme décrit ci-

dessous dans le Tableau 14. 

  

http://www.restrictionmapper.org/
https://nebcloner.neb.com/#!/redigest
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Tableau 14 : Liste des enzymes de restriction et conditions utilisées 

Enzyme 
Site de 

restriction Tampon 
Digestion Inactivation 

Température Durée Température Durée 

EcorI 
GAATTC 
CTTAAG CutSmart® Buffer 37 °C 1 h 65 °C 20 min 

NdeI 
CATATG 
GTATAC CutSmart® Buffer 37 °C 1 h 65 °C 20 min 

SmaI 
CCCGGG 
GGGCCC CutSmart® Buffer 25 °C 1 h 65 °C 20 min 

XbaI 
TCTAGA 
AGATCT CutSmart® Buffer 37 °C 1 h 65 °C 20 min 

XhoI 
CTCGAG 
GAGTCT CutSmart® Buffer 37 °C 1 h 65 °C 20 min 

5.4. Ligature des fragments d’acides nucléiques 

 Les constructions de plasmides recombinants à partir d’inserts digérés et de plasmides 

linéarisés ont été réalisées à l’aide de la T4 DNA Ligase (NEB, Ipswich, Angleterre) selon les 

recommandations du fournisseur. Afin d’optimiser la ligature, un ratio de 3/1 a été utilisé pour 

le mélange insert/plasmide respectivement en fonction des quantifications d’acides nucléiques 

réalisées préalablement. L’outil NEB BioCalculator 

(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation) a été également utilisé pour adapter les 

concentrations de plasmide et d’insert en fonction de leurs tailles respectives. 

6. Transformation des souches d’Escherichia coli 

6.1. Préparation de cellules compétentes 

 Les souches d’E. coli S17.1 et Top 10® sont cultivées à 37°C dans 50mL de LB sous 

agitation orbitale de 180 rpm. Une fois la phase exponentielle atteinte (DO580nm 0,6 à 0,8), les 

cellules sont centrifugées à 2000g à 4°C pendant 10 minutes. Le culot bactérien est conservé 

pendant 10 minutes dans la glace, puis repris dans 5 mL de tampon TSB froid. Le TSB est 

constitué pour 50 mL de 5 g de polyéthylène Glycol 8000, 2,5 mL de diméthylsulfoxyde 

(DMSO), 101,5 mg de MgCl2 (H2O) et de 60,15 mg de MgSO4. Les bactéries sont stockées à 

-80 °C en aliquot de 100µL pour des transformations par choc thermique ultérieurement. 

6.2. Transformation par choc thermique 

Un mélange constitué de 20µL de KCM 5 X froid (1,86g de KCl, 1,1g de CaCl2 (H2O), 2,54 g 

de MgCl2 (H2O) et d’eau milliQ qsp 50 mL), 10µL de produit de ligature ou 5 µL d’une extraction 

https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation
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plasmidique et d’eau distillée froide (qsp 100 µL) sont ajoutés à 100 µL de bactéries rendues 

préalablement compétentes. Le mélange est incubé 20 minutes sur glace, puis chauffé à 42°C 

pendant 45 secondes avant d’être incubé à nouveau sur glace pendant 5 minutes. Un volume 

de 500 µL de LB est ajouté à la suspension bactérienne, puis incubé à 37°C pendant 1h30. 

Les cellules sont alors étalées sur LBg supplémenté de l’antibiotique approprié (Tableau 7). 

 Dans le cas de la construction pour le clonage, du X-gal est ajouté à 40 µg/mL au LBg 

afin de sélectionner les clones ayant intégré le fragment. En effet, l’ajout de l’insert dans le 

MCS du plasmide situé dans le gène lacZ inactive la synthèse de -galactosidase. Ainsi, la 

dégradation du X-gal par cette enzyme en composé bleu étant impossible, les clones ayant 

bien intégré la construction d’intérêt apparaîtront blancs. Ces derniers sont néanmoins vérifiés 

par PCR afin de s’assurer de la construction. 

7. Transformation des souches de Pseudomonas 

fluorescens 

7.1. Préparation de cellules compétentes 

 La biomasse issue d’une culture fraîche sur LBg est resuspendue dans de l’eau distillée 

stérile froide. Le culot est lavé successivement à l’aide d’eau distillée stérile froide après des 

étapes de centrifugation à 10000g à 4°C pendant 1 minute. Le culot bactérien est alors repris 

dans 100 µL d’eau distillée stérile froide. 

7.2. Transformation par électroporation 

 Environ 150 ng d’ADN plasmidique sont ajoutés aux souches rendues préalablement 

compétentes. Cette suspension est transférée dans une cuve d’électroporation (1 mm, Thermo 

ScientificTM) puis une décharge électrique de 1800 V pendant 5 millisecondes est fournie au 

système (Gene transformer GTF100, Savant). Un volume de 500µL de LB préchauffé à 28°C 

est ajouté immédiatement à la suspension bactérienne puis le mélange est incubé à 28°C 

pendant 1h30 sous une agitation orbitale de 180 rpm. Enfin les bactéries sont étalées sur LBg 

supplémenté de l’antibiotique spécifique au plasmide transféré dans la bactérie afin de 

sélectionner les transformants (Tableau 7). 

7.3. Transformation par conjugaison 

Le plasmide pAKE604 contenant la version du gène d’intérêt avec une délétion 

centrale (Tableau 7) est transféré par conjugaison biparentale entre la souche E.coli S17.1 et 

P. fluorescens MFAF76a. La croissance des bactéries est arrêtée en phase stationnaire pour 

P. fluorescens et E. coli S17.1 (contenant le plasmide recombinant) en phase exponentielle. 
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Les cultures sont centrifugées à 7500g pendant 5 minutes à température ambiante et les culots 

sont repris dans 100 µL d’eau physiologique stérile. Un mélange équivolume des deux 

souches est réalisé puis étalé sur LBg avant incubation à 37°C pendant 24h. A cette 

température les deux souches sont capables de croître et MFAF76a est incapable d’exercer 

son activité antibactérienne médiée par son système de sécrétion de type VI. Les clones de 

P. fluorescens MFAF76a ayant effectué la première recombinaison homologue sont 

sélectionnés sur Cétrimide complémenté de kanamycine à 50 µg/mL à 28°C pendant 48 h. 

Les souches de P. fluorescens MFAF76a ayant réalisé la deuxième recombinaison homologue 

sont par la suite sélectionnées par repiquage des clones sur LBg supplémenté de 10% de 

sucrose. En effet, le plasmide intégré au sein de l’ADN génomique de MFAF76a contient le 

gène sacB conférant une sensibilité au sucrose. Ainsi la présence de sucrose favorise la 

sélection des clones ayant éliminé le plasmide par recombinaison homologue. Les clones 

positifs contenant la version du gène délété de sa partie centrale sont vérifiés par PCR à l’aide 

de l’amorce sens Muta1-F et de l’amorce antisens Muta4-R (Tableau 12), en fonction de la 

taille des amplicons. 

8. Étude d’expression de gènes par RT-qPCR 

8.1. Extraction des ARN totaux 

 Afin de déterminer les modifications d’expression génétique à la suite de 

l’exposition au stress nitrosant, une étude transcriptomique ciblée sur des gènes d’intérêts 

a été réalisée par une technique de RT-qPCR. Dans un premier temps les échantillons 

après exposition sont arrêtés métaboliquement par ajout d’un volume de mélange 

acétone/éthanol froid (v/v) à la suspension bactérienne. Les échantillons sont stockés à 

-80 °C sous forme de culot après centrifugation à 4 °C pendant 10 minute à 13000 g avant 

de réaliser une extraction d’ARN par phénol acide chaud. Brièvement, les cellules sont 

lysées à l’aide de γ00µL de tampon constitué de sodium dodécyl sulfate (SDS) à 0,5 %, 

d’EDTA à 1 mM, de sodium acétate pH 5,5 à 0,0β M et d’eau traitée contre les RNAses 

au diéthylpyrocarbonate (DEPC) qsp 10 mL. Les échantillons sont ensuite ajoutés à un 

mélange de 100µL d’eau DEPC et 600µL de phénol acide chaud (pH 4,3) et incubés 3 

minutes à 60 °C. La phase organique est ensuite récupérée après centrifugation à 13000 

g pendant 4 minutes à température ambiante, puis une deuxième étape d’extraction au 

phénol acide chaud est réalisée. La phase organique est ensuite mélangée à 500µL de 

chloroforme-isoamyl (24/1, v/v) puis immédiatement centrifugée à 13000 g pendant 4 

minutes à température ambiante. Enfin les ARN totaux sont précipités sur la nuit à -20°C 

par ajout de 2 volumes d’éthanol glacial 100% et 1/10 de volume de sodium acétate à la 
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phase aqueuse. Les culots d’ARN sont récupérés par centrifugation à 13000 g pendant 4 

minutes à 4 °C, puis lavés à l’aide d’éthanol 75 % avant d’être séché. Ces derniers sont 

ensuite resuspendus dans 43µL d’eau DEPC puis traités avec 10U de TurboDnase I 

(AM2238, Life technology) dans un mélange réactionnel contenant 6,25 mM de MgCl2 

pendant β heures à γ7°C afin d’éliminer toutes traces d’ADN. L’absence d’ADN résiduel 

est contrôlé par PCR en utilisant le couple d’amorce recA-R/recA- F (Tableau 11). Les 

échantillons sont traités à nouveau à la DNAse si besoin pendant 1h. Enfin l’enzyme est 

inactivée par ajout d’EDTA à 0,01M suivi d’une incubation à 75°C pendant 10 minutes. La 

qualité des ARN totaux est évalué par migration des échantillons par électrophorèse (130 V, 

β0 minutes) sur gel d’agarose β% dans du Tris-Acetate EDTA (TAE) 1X. La concentration en 

ARN totaux est quantifiée par lecture de l’absorbance à β60 nm via un spectrophotomètre. 

8.2. Réaction de transcription inverse (RT-PCR) 

 Les ARN totaux sont convertis par transcription inverse (reverse transcription, RT) 

en ADN complémentaire (ADNc) à l’aide du kit « High capacity cDNA RT » (Applied 

Byosystem®, Life technology) selon les recommandations du fournisseur. Brièvement, 25 

µL d’échantillon concentré à 50 µg/mL sont ajoutés à un mélange réactionnel constitué de 

Tampon à 2X, de dNTP à 8 mM, d’amorces aléatoires à 2X, d’enzyme à 5U et d’eau DEPC 

qsp 25 µL (RT
+
). Des contrôles sont réalisés (RT

-) sans ajout d’enzyme. Le cylce de RT-

PCR est composé d’une étape à 25°C pendant 10 minutes et d’une étape à 37°C pendant 

120 minutes. L’enzyme est enfin inactivée par incubation du mélange à 85°C pendant 5 

minutes. Le contrôle de la qualité des ADNc est réalisé par électrophorèse (130 V, 20 

minutes) sur gel d’agarose β% dans du TAE 1X. Les échantillons RT+ 
et RT

-
 sont stockés 

à -20°C. 

 La qualité des amorces a été vérifiée par PCR sur un extrait d’ADN génomique de 

la souche d’intérêt (PCR Master Mix βX, K0171, Thermofisher). Le mélange réactionnel 

est constitué de 1X de PCR master mix, 0,5µM d’amorces sens et antisens, 1µg d’ADN 

génomique et d’eau qsp 50µL. Le cycle de PCR est composé d’une étape de dénaturation 

à 95°C pendant 3 minutes, suivie de 30 cycles : de dénaturation à 95°C pendant 30s, 

d’hybridation à 60°C pendant γ0s et d’élongation à 7β°C pendant γ0s. Enfin une étape de 

dénaturation finale à 72°C pendant 5 minutes est réalisée avant de faire migrer les 

échantillons sur un gel d’agarose 1% dans du TAE 1X. 

8.3. Étape de PCR quantitative (qPCR) 
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 L’étape d’amplification en temps réel (qPCR) a été réalisée en utilisant l’appareil 7500 

Fast Real Time PCR (Applied biosystem®, ThermoFisher Scientific, California, Etats Unis). Le 

mélange réactionnel de PCR est constitué de 6,5µL de Fast SYBR™ Green Master Mix 

(4444557 Thermofisher, Vilnius, Lituanie) - contenant la polymérase, les dNTPs et dUTPs – 

de 300nM de chaques amorces d’intérêt et d’eau DEPC qsp 10µL auquel est rajouté γµL 

d’ADNc. Le programme d’amplification utilisé comprend une étape de dénaturation à 95 °C 

pendant 20 minutes, suivie de 40 cycles de dénaturation (95 °C, 10 s), hybridation (60 °C, 30 

min) et élongation (7β °C, 6 s). Enfin une étape à 7β°C pendant 5 minutes a permis d’obtenir 

la courbe de fusion pour chaques amorces révélant ainsi la présence d’homo- ou hétéro-

dimères d’amorces ou encore l’amplification de sites aspécifiques. Une gamme standard a 

été réalisée afin de déterminer l’efficacité de PCR pour chaques amorces. Pour cela, un 

mélange équivolume des différentes conditions (témoin, exposé et/ou sauvage et mutant) 

est réalisé puis dilué au 20
ème 

(ND). Une gamme de dilution au tiers est effectuée à partir 

de cette solution jusqu’au 1/27. Chaques dilutions ont été analysées en duplicat. Les 

résultats obtenus pour chaques points de la gamme d’ADNc via l’utilisation d’une équation 

linéaire ont permis de déterminer l’efficacité de PCR (E) : 

E=10(1/a) 

où a représente le coefficient directeur ou pente de la courbe.  

9. Analyse de l’expression de gènes cibles 

 La quantification relative de l’expression de chaques gènes étudiés, entre la 

condition témoin et exposée sur la souche sauvage et les mutants, a été réalisée par 

comparaison des cycles seuil (Cycle threshold, Ct) (2
-ΔΔCt

). Le gène recA codant la 

recombinase A a été utilisé comme gène de référence (Alqarni et al., 2016).  
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I. Partie 1 : Le NO2 et la membrane : une 

perméabilisation à l’origine de l’apparition de 
phénotypes antibiorésistant ? 
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Ainsi l’enveloppe bactérienne de Pseudomonas sp., est sensible au stress nitrosant. 

Cette enveloppe fournie à la bactérie une première barrière de protection contre son 

environnement. Des altérations de cette structure peuvent engendrer un stress d’enveloppe à 

l’origine d’importants changements physiologiques chez la bactérie (adaptation et virulence) 

voire être délétères si aucun mécanisme d’adaptation et/ou de réparation ne sont mis en place. 

Bien que moins étudié, le NO2 reste un polluant atmosphérique majeur, issu principalement 

de l’auto-oxydation du NO dans l’air. Ce gaz est très diffusible au sein de membranes 

artificielles et présente un fort pouvoir réactionnel également. Par conséquent ce travail c’est 

principalement intéressé à étudier l’impact du NO2, à forte concentration (45ppm) sur la 

membrane d’un isolat aéroporté de P. fluorescens, MFAF76a, ainsi que les potentielles 

répercutions physiologiques. 
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1.2. Conclusions générales et perspectives 

À l’issue de ce travail, quatre bio-marqueurs de l’impact du NO2 sur P. fluorescens MFAF76a 

ont été déterminés : (i) la cultivabilité, (ii) la croissance bactérienne, (iii) la perméabilisation 

membranaire, (iv) les modifications du contenu en glycérophospholipides. 

En effet, une exposition à 45ppm de NO2 a permis d’observer une diminution significative 

de la croissance bactérienne couplée à une augmentation du temps de latence dans la 

croissance bactérienne. Deux hypothèses ont été soulevées par ces résultats : le NO2 pourrait 

avoir un effet bactériocide ou bactériostatique i.e. engendrant l’apparition de bactéries 

viables non cultivables (VBNC) dont le métabolisme est faiblement actif. Un grand nombre 

d’études ont souligné l’effet bactériostatique du NO sur les bactéries notamment en raison de 

leur impact sur la synthèse d’acides aminés ramifiés, le métabolisme énergétique et l’induction 

de voie de réparation SOS connue pour l’arrêt de la division cellulaire. Ainsi l’hypothèse 

formulée sur l’effet bactériostatique du NO2 semble être la plus cohérente et est actuellement 

en cours d’étude. 

Enfin l’enveloppe bactérienne de P. fluorescens MFAF76a n’est pas insensible à la diffusion 

du NO2 comme cela peut être illustré par l’augmentation de la perméabilisation 

membranaire, la formation d’agrégats bactériens et le contenu lipidique altéré via la 

disparition d’un glycérophospholipide inconnu minoritaire (UGP). Actuellement l’UGP est 

en cours de caractérisation. Une étude in sillico des gènes impliqués dans le métabolisme des 

glycérophospholipides chez P. fluorescens MFAF76a a permis de déterminer, dans un premier 

temps, les étapes de synthèse des divers GPs identifiés chez P. fluorescens. 
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2. Article 2: The modulation of antibiotic resistance as 

a consequence of NO2 induced membrane permeability in 

P. fluorescens? 

S. Depayras et al., en cours de soumission dans Frontiers in microbiology 

Contributions : J’ai conçu, réalisé et écris ce travail avec le Dr Duclairoir-Poc. M. Chautrand 

a participé à l’étude de l’expression de gènes cibles et à l’écriture de l’article. Mme Souak a 

participé à l’étude de la perméabilité membranaire par cytométrie en flux. Le Dr Merieau et 

Mme Bouteiller ont participé à l’élaboration du mutant MFAF76aoprN. L’ensemble des 

auteurs ont contribué à la relecture critique de cet article. 

2.1. Contexte d’étude 

L’enveloppe bactérienne n’est pas inerte face à une exposition au NO2. Comme pour 

l’ensemble des bactéries à Gram négatif, cette enveloppe est décomposée en trois grandes 

structures : 

  une membrane externe composée d’une bicouche asymétrique de 

phospholipides présentant dans sa partie externe de nombreuses protéines, 

dont la porine majoritaire OprF, ainsi que des acteurs de la virulence tels que 

le lipopolysaccharide (LPS). 

 un espace périplasmique constitué d’un réseau de peptidoglycane et de 

protéines solubles telles que des chaperonnes. 

 une membrane interne composée d’une bicouche symétrique de 

phospholipides, et de nombreuses protéines associées à la membrane 

(transmembranaires, ou ancrées à cette membrane). Ainsi, certaines 

macrostructures telles que les systèmes de sécrétions et les pompes à efflux 

tripartites RND traversent cette structure. 

Cette architecture complexe est vitale pour la physiologie bactérienne. Néanmoins en 

cas de stress d’enveloppe, de nombreux facteurs de signalisation tels que SigX et AlgU sont 

déclenchés et activent des voies de réponse à ce stress pouvant conduire à des phénotypes 

virulents (e.g. biofilm, antibiorésistance) (Figure 34). 
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En plus de son rôle potentiel dans l’efflux de nitrate (Yoon et al., 2002) cette porine pourrait 

ainsi participer à la stabilisation de la membrane. L’élaboration d’un mutant de délétion du 

gène oprF est actuellement envisagée afin de prouver son implication dans la stabilisation 

membranaire. Néanmoins, la régulation de cette porine ne semble pas être médiée par les 

facteurs de signalisation du stress d’enveloppe décrits chez P. aeruginosa, AlgU ou SigX. En 

revanche, il est intéressant de noter qu’une augmentation de la production des alginates est 

induite par le NO2 corroborée à des modulations dans la formation du biofilm de P. fluorescens 

MFAF76a (Kondakova et al., 2016). Ces exopolysaccharides pourraient offrir une certaine 

protection face au stress nitrosant en limitant la diffusion des oxydes d’azotes.  

Enfin, l’étude du mutant MFAF76a-oprN a permis de mettre en évidence l’implication 

de la pompe à efflux RND MexEF-OprN dans la stabilisation de la membrane. Cette porine 

semble être également impliquée dans la résistance au stress nitrosant suggérant ainsi un 

potentiel rôle dans l’efflux de NOx comme évoqué par Fetar et collaborateurs (Fetar et al., 

2011). 
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II. Partie 2 : Un acteur clef dans la détoxification du 

NO2 chez P. fluorescens MFAF76 : la 

flavohémoprotéine Hmp 
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éclairs représentent le stress oxydant, nitrosant ou la carence en fer ; les protéines illuminées 
représentent la forme active de la protéine, les symboles de sens interdit correspondent aux réactions 
chimiques ou enzymatiques inhibées en présence de ces stress. 

 Cependant, l’un des mécanismes les plus connus dans la détoxification spécifique aux 

RNS est la dénitrification. Néanmoins, peu de souches de P. fluorescens démontrent une 

activité dénitrifiante (Nitrate réductase -). Un autre acteur semble intervenir dans cette 

détoxification : la flavohémoprotéine. Cette protéine est largement décrite chez E. coli (Hmp) 

et également présente chez P. aeruginosa (Fhp). Hmp démontre une double activité 

enzymatique en fonction du taux d’oxygène : activité NO réductase (anaérobie) ou NO 

dioxygénase (aérobie). Ainsi, le but de cette étude a donc été de déterminer si l’ensemble de 

ces mécanismes, connus pour être impactés par le NO, le sont de manière similaire suite à 

une exposition au NO2. Le rôle potentiel de la flavohémoprotéine Hmp dans la protection contre 

le stress induit par le NO2 a été également évalué à l’aide d’un mutant de délétion MFAF76a-

hmp et de son complémenté. 
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et al. 
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1.2. Conclusions générales et perspectives 

Cette étude a permis de conforter un grand nombre d’hyptohèses concernant les 

mécanismes potentiellement modulés lors de l’exposition de P. fluorescens MFAF76a au NO2.  

 Tout comme le NO, l’un des principaux senseurs et médiateurs dans la réponse 

au stress nitrosant semble être OxyR. En effet, des gènes impliqués dans la 

réponse au stress oxydant, et dont l’expression est dépendante de ce facteur, 

sont sur-exprimées (ahpC, ahpF, katA).  

 Anr, senseur du taux d’oxygène et principal responsable dans l’activation du 

processus de dénitrification chez P. aeruginosa, ne semble pas intervenir dans 

ces mécanismes de perception et régulation.  

 En revanche IscR, facteur de transcription sensible au NO et régulant la 

synthèse et la réparation des ISC, pourrait intervenir dans la réponse au NO2.  

 La protéine Fur est diminuée en présence de NO2 conduisant à la 

surexpression de sodA, enzyme intervenant dans la détoxification des ROS. De 

plus, Fur régule indirectement le métabolisme du Fer.  

 Enfin, la flavohémoprotéine de P. fluorescens MFAF76a présente des 

similitudes dans son environnement génique avec Fhp chez P.aeruginosa 

ainsi qu’une structure 3D de la protéine très conservée par rapport à Hmp 

chez E.coli. À la suite d’une exposition au NO2, cette flavohémoprotéine est 

largement sur-exprimée. De plus, la délétion de hmp chez P. fluorescens 

MFAF76a, a permis de démontrer son importance dans la résistance à ce 

stress nitrosant. Néanmoins son implication dans la détoxification du NO2 n’a 

encore jamais été abordée.  

L’observation de ces nombreuses similitudes entre le NO et le NO2 a donc conduit à 

suspecter une éventuelle conversion du NO2 en présence de molécules d’eau intracellulaires 

engendrant le NO et HNO3 comme décrit précédemment (Lee and Schwartz, 1981). Le NO 

serait par la suite détoxifié en partie par la flavohémoprotéine Hmp. Ainsi, cette étude a permis 

de proposer le mécanisme hypothétique de la réponse de P.fluorescens MFAF76a à l’issue 

d’une exposition au NO2 (Figure 37).
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 Discussion générale 

L’ensemble de ce travail a permis de démontrer que le NO2 induit un stress d’enveloppe. 

En effet la perte d’un glycerophospholide minoritaire encore inconnu (UGP) concommitante 

aux nombreuses modulations de la synthèse de différents constituants de l’enveloppe (LPS, 

acides gras, GP, peptidoglycane) conduirait à une augmentation non négligeable de la 

perméabilisation membranaire. En réponse à ce stress d’enveloppe, un ensemble de 

protéines sont sur-régulées telles que OprF, porine majoritaire dans la membrane externe de 

P. aeruginosa (Chevalier et al., 2017) ou encore le complexe protéique constituant la pompe 

à efflux RND, MexEF-OprN. Ces protéines seraient impliquées dans la stabilisation de 

l’enveloppe bactérienne via leur encombrement stérique lors de leur insertion dans celle-ci. 

De plus, un rôle secondaire de ces protéines dans la détoxification des RNS est proposé. En 

effet, OprF permet l’efflux de nitrates (Yoon et al., 2002) en parallèle d’un potentiel efflux de 

NOx médié par MexEF-OprN (Fetar et al., 2011). Néanmoins les mécanismes de régulation 

d’OprF et de MexEF-OprN sont encore abstraits et nécessitent de plus amples recherches. 

Toutefois, la pompe à efflux présente un rôle crucial dans la stabilisation de l’enveloppe 

comme démontré par l’exacerbation de la perméabilisation membranaire chez un mutant 

MFAF76a-oprN. Il est intéressant de noter qu’une exposition au NO conduit à d’importants 

changements morphologiques au niveau de l’enveloppe de P. aeruginosa. Désormais l’étude 

d’un mutant de délétion P. fluorescens MFAF76a-oprF est actuellement envisagée pour 

confirmer l’implication d’OprF dans la stabilisation de l’enveloppe bactérienne en réponse à 

une exposition au NO2. 

Ce stress pariétal semble également conduire à une augmentation de la production 

d’alginates. En effet, une sur-expression du gène algD, codant pour une protéine essentielle 

à la synthèse des alginates, est observée. Ces observations sont corrélées avec d’importants 
changements dans la structuration du biofilm (Kondakova et al., 2016). Ainsi les alginates, 

uniques EPS synthétisés chez P. fluorescens contrairement à P. aeruginosa, pourraient offrir 

une barrière dans la diffusion des NOx au sein du biofilm.  

Ainsi (i) les modulations dans la synthèse d’alginates, (ii) l’augmentation importante 

d’antibiorésistance médiée par MexEF-OprN et (iii) l’augmentation du recyclage du 

peptidoglycane, constituent d’importants facteurs de la virulence bactérienne. Le NO2 pourrait 

ainsi augmenter la virulence de P. fluorescens MFAF76a.  

En parallèle, une forte diminution de la cultivabilité et de la croissance bactérienne à l’issue 

d’une exposition à 45 ppm de NO2 est observée. Ces résultats suggèrent que le NO2 aurait un 

effet (i) bactériostatique (apparition de VBNC) et/ou (ii) bactériocide. Ainsi, les mécanismes 
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impliqués dans la détoxification des RNS ont été abordés. Une intime connection entre ROS 

et RNS a pu être constatée au cours de cette étude. En effet, l’un des médiateurs globaux 

dans la réponse au stress oxydant semble être activé à l’issue de l’exposition au NO2. Cette 

observation semble être confirmée par l’induction de nombreuses protéines dont l’expression 

est OxyR dépendante telles que les alkyl hydroperoxydases AhpC/F, la catalase KatA, la 

thiorédoxine peroxydase Tpx et la glutathion réductase Grx. De plus, l’ensemble de ces 

enzymes interviennent dans la détoxification des ROS et la réparation des altérations 

protéiques (résidus thiol, Grx). En parallèle, IscR, un important régulateur négatif dans la 

synthèse de cofacteurs prosthétiques de nombreuses enzymes (clusters fer-soufre), semble 

être inactivé en présence de NO2. L’inactivation d’IscR conduit à l’expression de l’opéron isc, 

mais également la thiorédoxine réductase Trx. En revanche, deux facteurs de régulation 

importants chez P. aeruginosa pour l’induction de la dénitrification (Anr) et dans la capture du 

fer (Fur) ne semblent pas être impliqués dans cette réponse et pourraient même être dégradés 

à l’issue de ce stress.  

Ainsi, le NO2 semble induire une réponse similaire à un stress oxydant pouvant amplifier ce 

stress. Puisque l’espèce P. fluorescens est très hétérogène et que certaines souches 

possèdent des enzymes impliquées dans la dénitrification (P. fluorescens F113), une étude in 

silico de la présence de gènes la régulant a été réalisée (communication personnelle). Cette 

étude a permis de confirmer l’absence de gènes pouvant agir dans la dénitrification. 

Toutefois P. fluorescens MFAF76a possède une flavohémoprotéine Hmp similaire 

structurellement à celle largement décrite chez E. coli. De plus, l’environnement génique de 

Hmp est homologue à celui décrit pour Fhp chez P. aeruginosa PAO1 suggérant des 

mécanismes de régulation similaires (FhpR). Enfin, l’étude d’un mutant MFAF76a-hmp a 

confirmé le rôle crucial de cette flavohémoprotéine dans la détoxification des RNS. Toutefois, 

cette enzyme est connue pour détoxifier le NO en nitrates, mais aucune information n’est 

disponible concernant la détoxification du NO2. De plus, la catalase KatA présenterait un rôle 

dans le « masquage » du NO (Su et al., 2014). Ainsi KatA semble également jouer un rôle 

dans le masquage du NO2 qui pourrait être confirmé à l’aide d’un mutant MFAF76a-katA 

couplé à un marquage des NOx. 

 Ainsi l’ensemble de ces travaux a soulevé une question majeure concernant 

l’étonnante connection entre les effets observés en présence de NO2 et ceux attribués dans la 

littérature au NO : ces effets observés sont-ils liés au NO2 directement ou le NO2 est-il 

converti en NO pour conduire à ces importantes modifications ? 

Par conséquent, l’hypothèse suivante a été formulée : le NO2 en pénétrant par diffusion simple 

dans la cellule, pourrait être converti, de manière non enzymatique en acide nitrique (HNO3) 
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et NO en présence d’eau (Lee and Schwartz, 1981). Afin de confirmer cette conjecture, un 

marquage du NO et d’un important dérivé hautement cytotoxique (ONOO-) est actuellement 

en cours d’étude (Barraud et al., 2006). 

Enfin, les données protéomiques encore succintement exploitées semblent révéler des 

altérations du métabolisme énergétique (TCA, phosphorylation oxydative, synthèse de 

BCAA) chez P. fluorescens MFAF76a après exposition au NO2. De telles altérations suggèrent 

une activité principalement bactériostatique du NO2 bien que cela reste à prouver.  
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Conclusion 

Une exposition à 45 ppm de NO2 induit une forte diminution de la viabilité cellulaire et de la 

croissance bactérienne chez P. fluorescens MFAF76a. Hmp joue un rôle majeur dans la 

résistance au stress nitrosant. De plus, le NO2 induit une réponse au stress oxydant médiée 

par OxyR. Néanmoins, le NO2 semble inactiver par des modifications post-traductionnelles un 

grand nombre de protéines impliquées dans la détoxification des ROS à l’origine de 

l’amplification du stress oxydant (accumulation d’anion O2
- et de H2O2, réaction de Fenton). 

Ainsi le NO2, tout comme le NO, présente une intime connection avec le stress oxydant. Par 

ailleurs, la catalase KatA, majoritaire chez P. aeruginosa, pourrait participer à la détoxification 

du NO2 ou dérivés via le « masquage » des NOx. Actuellement, l’implcation de KatA dans ce 
mécanisme est à confirmer notamment via l’étude d’un mutant MFAF76a-katA. Enfin les 

mécanismes de régulation de la protéine Hmp sont également à confirmer (HmpR). 

En parallèle, le NO2 conduit à une perméabilisation membranaire à l’origine d’un stress 

d’enveloppe chez P. fluorescens MFAF76a. En effet, de nombreux constituants essentiels à 

la structuration de l’enveloppe voient leur synthèse modulée par le NO2 (LPS, peptidoglycane, 

acides gras). Ce stress d’enveloppe pourrait être limité via l’insertion de protéines associées 

à cette enveloppe, telles que la porine OprF, porine majoritaire chez P. aeruginosa, ainsi que 

la pompe à efflux RND MexEF-OprN. Bien que, les mécanismes de régulation de cette pompe 

nécessitent de plus amples recherches (mutation de MexT, MexS, MvaT et/ou CmrA), cette 

pompe joue un rôle essentiel dans la stabilisation de l’enveloppe bactérienne. Toutefois 

l’implication de la porine OprF dans ce phénomène est à confirmer, notamment via l’étude d’un 

mutant -oprF. De plus, MexEF-OprN et OprF participerait à la détoxification des NOx.  

Enfin l’exposition au NO2 module la production de nombreux éléments intervenant dans la 

virulence de P. fluorescens MFAF76a tels que (i) la production d’alginates, favorisant la 

formation du biofilm et la protection des bactéries au NOx, (ii) la synthèse accrue de LPS, ainsi 

que (iii) l’antibiorésistance médiée par la pompe à efflux MexEF-OprN couplée au recyclage 

augmenté du peptidoglycane.  

Pour conclure, les similitudes dans les mécanismes précédemment décrits suite à 

l’exposition au NO2 et ceux attribués au NO suggèrent fortement que ces effets sont liés 

indirectement au NO2. En effet, après diffusion passive au sein de l’enveloppe, le NO2 pourrait 

être converti en NO à l’origine de l’ensemble de ces effets délétères.  

 Actuellement un grand nombre d’études a prouvé le rôle antibactérien du NO sur un 

large groupe de microorganismes antibio-résistants, tels que P. aeruginosa, représentant une 

réelle menace dans le domaine hospitalier (maladies nosocomiales, mucoviscidose, infections 
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de plaies). Désormais l’application d’un pré-traitement au NO gazeux est en cours d’essai afin 

de sensibiliser des germes pathogènes à un traitement antibioque (Deppisch et al., 2016; Miller 

et al., 2009). Néanmoins, le NO présente une très forte réactivité avec de nombreux 

composants cellulaire (protéines, lipides) avant même d’accéder au cytoplasme. Ainsi, le NO2 

pourrait présenter un réel intérêt pour optimiser l’effet du NO. En effet, ce dernier pourrait 

pénétrer directement dans la cellule avant d’être transformé en NO et excercer ainsi un effet 

délétère plus localisé. Toutefois une exposition à 45 ppm de NO2 est également pathogène 

chez l’Homme et conduit à des effets irréversibles en santé humaine. Ainsi il est crucial de 

déterminer une concentration et une méthodologie d’exposition permettant de limiter les effets 

sur l’Homme, tout en gardant un effet antibactérien. Une autre application de ce travail est la 

découverte de nombreux procédés bactériens impliqués dans le « masquage » ou la 

détoxification indirecte du NO2 pouvant conduire à une éventuelle thérapie génique afin 

d’améliorer, par exemple, les conditions de vie dans des zones fortement polluées. 
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