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Chapitre 1 : La bactérie Pseudomonas aeruginosa 

 

C’est en 1850 que le physicien militaire français Charles-Emmanuel Sédillot, révèle 

l’implication de Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) dans des infections chez l’Homme, 

en observant des particules circulaires dans un pus de couleur bleu-vert. Elle sera isolée pour 

la première fois, 30 ans plus tard, par Carle Gessard, pharmacien des armées et biologiste 

français grâce à une expérience sur les colorations bleues-vertes du pus laissées sur les 

bandages recouvrant les plaies des soldats (Gessard, 1984). Il l’a décrira d’ailleurs sous le 

nom de Bacillus pyocyaneus (bacille pyocyanique) en raison de la production d’un pigment 

pyocyanique bleu-vert.  

I. La taxonomie 

Le mot « pseudomonas » vient du grec, où « pseudo » signifie imitation et « monas » unité. 

En latin, « aeruginosa » signifie vert-de-gris faisant une nouvelle fois référence aux pigments 

sécrétés par la bactérie. Cette bactérie du genre Pseudomonas et de l’espèce aeruginosa 

appartient à la classe des γ-protéobactéries et à la famille des Pseudomonaceae (Tableau 1). 

Le genre Pseudomonas regroupe plusieurs espèces dont certaines pathogènes chez les 

Hommes ou chez les plantes comme P. syringae. D’autres espèces ont reçu une attention 

particulière en raison de leurs propriétés métaboliques comme P. stutzeri capable de 

dénitrification (Miyahara et al., 2010). 

 

Tableau 1 | Taxonomie de P. aeruginosa 

Règne Bactérie 

Embranchement Prokaryota 

Division Proteobacteria 

Classe Gammaproteobacteria 

Ordre Pseudomonadales 

Famille Pseudomonadaceae 

Genre Pseudomonas 

Espèce aeruginosa 
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II. Les caractéristiques microbiologiques 

P. aeruginosa est un bacille à Gram négatif non sporulant (Figure 1). Les cellules mesurent 

entre 1 à 5 µm de long et 0,5 à 1 µm de diamètre selon les souches. Les cellules sont isolées, 

se regroupent en amas ou forment de courtes chaînes.  

a        b             c 

Figure 1 | Observation de P. aeruginosa selon trois méthodes. 
P. aeruginosa en coloration de Gram (http://www.bacteriologie.wikibis.com/pseudomonas.php) (a), sur 
milieu de culture gélosé (Thermo Scientific™) (b), fixée sur du verre et observée par microscopie à 
balayage électronique (Deligianni et al., 2010) (c). 

 

La mobilité de P. aeruginosa fait partie intégrante de son pouvoir pathogène. Ainsi, pour 

coloniser de nouvelles niches ou pour propager l’infection, elle se déplace dans son 

environnement grâce à de nombreux appendices. Les différents types de mobilité dont le 

swimming, le swarming, le twitching et le sliding ont été classifiés par Jorgen Henrichsen 

(Henrichsen, 1972). 

En milieu liquide, les bactéries isolées les unes des autres adoptent, grâce à leur flagelle 

monotriche polaire, une mobilité qui s’apparente à de la nage appelée le « swimming » (Ha et 

al., 2014b). En milieu solide, ce sont plutôt les pili de type IV qui sont mobilisés. Leurs 

extensions et rétractations successives permettent à la bactérie de se déplacer sur différents 

types de supports. Ce déplacement communautaire se nomme le « twitching » (Burrows, 

2012). En milieu semi-solide, le flagelle et les pili de type IV interviennent ensemble pour le 

déplacement de type « swarming » (Kohler et al., 2000). Cette mobilité communautaire 

implique aussi la sécrétion par les bactéries d’agents de surface humectant comme les 

rhamnolipides (Caiazza et al., 2005). Enfin, en l’absence du flagelle et des pili de type IV, la 

bactérie adopte une mobilité de type « sliding ». Dans ce cas, ce sont seulement les agents 

de surface humectant qui permettent le déplacement de la bactérie (Murray & Kazmierczak, 

2008). 

  

http://www.bacteriologie.wikibis.com/pseudomonas.php
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Depuis le travail de Jorgen Henrichsen, d’autres modes de déplacement ont été décrits comme 

la mobilité de type « surfing ». Le surfing mobilise le flagelle mais ne nécessite pas la sécrétion 

d’agents humectant (Yeung et al., 2012). D’autres souches sont au contraire immobiles. Une 

étude menée par McManus et al., a mis en évidence le lien entre la mobilité et la virulence de 

P. aeruginosa (Mcmanus et al., 1978). En effet, certains isolats cliniques immobiles, provenant 

de plaies de grands brûlés, présentaient une virulence diminuée.  

P. aeruginosa est une bactérie mésophile. Sa température optimale de croissance se situe 

entre 30°C et 37°C, mais elle est capable de se développer dans des gammes de températures 

allant de 4°C à 41°C. C’est une bactérie aérobie avec un métabolisme oxydatif, c’est-à-dire 

qu’elle utilise l’oxygène comme accepteur final d’électrons. En l’absence d’oxygène elle peut 

respirer anaérobiquement. Dans ce cas, c’est le nitrate présent dans l’environnement qui sert 

d’accepteur final d’électrons. L’utilisation du nitrate lui permet ainsi de survivre dans des 

environnements hostiles, pauvres en oxygène comme par exemple les sols ou les poumons 

des patients atteints de mucoviscidose. En effet, il a été montré que la distribution de l’oxygène 

dans les poumons de ces patients était très hétérogène. Dans ces différents environnements, 

P. aeruginosa utilise des mécanismes oxydatifs, de dénitrification ou encore de fermentation 

(Schobert & Jahn, 2010; Yoon et al., 2002).  

En laboratoire, sa culture est facile car elle ne nécessite pas d’exigence nutritive. P. aeruginosa 

se développe sur des milieux ordinaires comme le Mueller Hinton ou sur des milieux sélectifs 

tels que les géloses Drigalski ou contenant du cétrimide.  

Selon son origine, P. aeruginosa forme trois types de colonies. Les souches 

environnementales forment de grandes colonies bombées à bords irréguliers avec des reflets 

irisés. Cette morphologie est appelée « œuf sur plat ». Les souches cliniques sont, quant à 

elles, en générale, de taille moyenne, lisses à bords réguliers. Cependant, certaines souches 

cliniques, isolées par exemple de patients atteints de mucoviscidose, sont larges et mucoïdes 

(Figure 2). Le caractère mucoïde apparaît une fois que la souche est établie dans le poumon. 

Il est dû à une hyperproduction d’alginate, un polysaccharide visqueux. Les souches mucoïdes 

sont caractéristiques d’une infection chronique (Winstanley et al., 2016). L’alginate permet à 

la bactérie de survivre dans l’environnement pulmonaire car il interfère avec la réponse 

immunitaire (Cobb et al., 2004) et confère aux bactéries une résistance à certains agents 

antimicrobiens (Boyd & Chakrabarty, 1995).  
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a      b                   c 

 Figure 2 | Les différents types de colonies formées par P. aeruginosa. 
Souche de P. aeruginosa clinique (a), en « œuf sur le 
plat » (http://www.puremicrobes.org/product/pseudomonas-aeruginosa) (b), clinique mucoïde (Silvia 
Campana, Centre fibrose kystique, Université de Meyer, Florence) (c). 

 

P. aeruginosa est facilement identifiable grâce à sa couleur vert foncé. Elle sécrète deux 

pigments : la pyocyanine (bleu) qui est spécifique de cette espèce et la pyoverdine (vert 

fluorescent) qui est commune au genre Pseudomonas. D’autres souches sécrètent un pigment 

appelé la pyorubine de couleur rouge ou la pyomélanine de couleur noir. Enfin, quelques 

souches sont non pigmentées.  

III. Un pathogène opportuniste 

P. aeruginosa est avant tout un germe saprophyte environnemental. Son réservoir est 

ubiquitaire, mais toujours en relation avec un environnement aqueux tel que, l’eau douce, les 

sols humides et la surface de la majorité des fruits et légumes. 

P. aeruginosa est surtout connue en tant que bactérie pathogène majeur. Elle est cependant 

avirulente chez les personnes en bonne santé, mais en cas de contamination, elle provoque 

des infections externes localisées souvent associées à l’eau. Lors d’une baignade elle peut 

infecter l’oreille provoquant des otites. Elle est également responsable d’infections oculaires 

chez les porteurs de lentilles cornéennes. L’eau du robinet et les solutions d’entretien pour 

lentilles ont été identifiées comme les vecteurs de ces infections. 

En revanche, en tant que bactérie opportuniste, elle profite de l’affaiblissement général des 

défenses de l’hôte. Compte-tenu de la fragilité des patients immunodéprimés, les infections 

sont sévères et associées à une mortalité élevée. P. aeruginosa infecte donc 

préférentiellement, les patients intubés-ventilés, greffés, en cure de chimiothérapie, en soins 

intensifs, les grands brûlés ou encore souffrant du SIDA (syndrome de l’immunodéficience 

acquise) ou de mucoviscidose. 

  

http://www.puremicrobes.org/product/pseudomonas-aeruginosa
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À cause de son implication majeure dans un grand nombre et type d’infections, P. aeruginosa 

est la bactérie du genre Pseudomonas la plus étudiée du genre Pseudomonas. 

Sous sa forme planctonique elle provoque des infections aiguës qui sont de courtes durées 

mais associées à une virulence élevée et des symptôme sévères. Les organes les plus 

touchés sont généralement les voies respiratoires, la vessie et la cornée. Sous forme sessile, 

elle induit des infections chroniques dont les symptômes apparaissent de façon cyclique. Ces 

infections chroniques perdurent sur de longues durées, parfois des années. Ces deux types 

d’infections seront abordées plus en détail par la suite.  

Les sources de contamination sont multiples. Elles sont endogènes, lorsque la personne 

s’auto-infecte par le biais d’un site colonisé (peau, muqueuse ou système digestif). 

Lorsqu’elles sont exogènes, ce sont les réservoirs environnementaux, comme l’eau du robinet, 

le pommeau de douche, les spas, les bains thérapeutiques, les désinfectants et les aliments 

contaminés qui sont la source de la contamination.  

P. aeruginosa est aussi régulièrement retrouvée dans les établissements de santé où elle est 

responsable d’infections nosocomiales (infections associées aux soins). Elle est d’ailleurs 

classée, depuis 2012, par l’organisme Santé Public France au 3ème rang des espèces 

bactériennes retrouvées dans les infections nosocomiales avec une prévalence de 8,4% 

derrière Staphylococcus aureus (15,9%) et Escherichia coli (26%). Les patients hospitalisés 

présentent un fort risque d’infection à P. aeruginosa. En effet, à l’hôpital ce sont, par exemple, 

les équipements de dialyse, les appareils d’assistance respiratoire ou encore le matériel 

médical implantable (prothèse, cathéter ou pacemaker) qui deviennent des vecteurs de 

contamination. Il a d’ailleurs été montré que le taux de contamination par voie exogène 

atteignait entre 50% et 70% dans un service de réanimation (Floret et al., 2009). Les biofilms 

à P. aeruginosa sont également retrouvés sur des surfaces inertes comme les lavabos, les 

toilettes, les douches et les humidificateurs. Ils représentent ainsi un réservoir pouvant 

contaminer les patients via des aérosols ou un vecteur contaminé.  

P. aeruginosa est surtout connue pour son étroite implication dans les infections pulmonaires 

touchant les patients atteints de mucoviscidose. À la petite enfance, ces patients sont 

initialement colonisés par le Staphylocoque doré et Haemophilus influenza. C’est aux 

alentours de 2 ans, que les patients sont primo-infectés par P. aeruginosa. À l’âge adulte, 80% 

des patients sont colonisés par P. aeruginosa, principalement par des souches mucoïdes. La 

primo-infection à P. aeruginosa marque un tournant évolutif dans la maladie et bien souvent 

ce dernier amène à un pronostic réservé. La présence de P. aeruginosa entraine une 

dégradation de la qualité de vie et une mortalité plus élevée (Evans et al., 1996; Wilson et al., 

1997).  
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En effet, une fois que la bactérie est installée de manière définitive, l’infection devient 

chronique, induisant une inflammation pulmonaire récurrente et une dégradation des tissus 

qui va entraîner une mort précoce. 

P. aeruginosa est un pathogène redoutable pour l’Homme en raison de sa forte capacité à 

s’adapter aux changements environnementaux. Cette versatilité lui permet de survivre dans 

des environnements parfois très hostiles. En cause, son génome riche en gènes impliqués 

dans le métabolisme, le transport de molécules, la résistance aux antibiotiques et la virulence. 

IV. La plasticité génomique 

P. aeruginosa possède l’un des plus grands génomes bactériens, expliquant ainsi sa 

remarquable adaptabilité. Chez cette espèce, le premier génome entièrement séquencé a été 

celui de la souche PAO1 (Stover et al., 2000), isolée d’un patient Australien. Elle est 

aujourd’hui la souche de référence utilisée dans un grand nombre d’études génétiques et 

fonctionnelles. Elle possède environ 6,2 millions de paires de bases (Mpb) dont 5587 cadres 

de lecture ouverts portés sur un chromosome circulaire unique. Par la suite, c’est le génome 

de l’isolat clinique PA14 provenant d’un grand brûlé et fortement virulent qui a été entièrement 

séquencé (D. G. Lee et al., 2006). Depuis, d’autres souches, également pathogènes pour 

l’Homme, ont-elles aussi été entièrement séquencées, comme PA7 (Roy et al., 2010), PAK 

(Cain et al., 2019), CF39S (Mathee et al., 2008) et LESB58 (Winstanley et al., 2009).  

En comparaison avec le génome de PAO1, PA14 possède environ 6,5 Mpb dont 5894 cadres 

de lecture ouverts. Bien que les génomes de PAO1 et PA14 soient en grande partie identiques, 

la souche PA14 possède 230 cadres de lecture absents chez la souche PAO1. Certains jouent 

un rôle dans la pathogénicité, ce qui explique que la souche PA14 soit plus virulente que le 

souche PAO1(Ji et al., 2002; Mahajan-Miklos et al., 1999). La souche PA7, isolée d’un patient 

Argentin, est quant à elle résistante à plusieurs familles d’antibiotiques. La souche LESB58, 

isolée d’un enfant atteint de mucoviscidose, est appelée « Liverpool Epidemic Strain » en 

raison de sa forte transmissibilité entre patients atteints de mucoviscidose, et même entre 

individus sains (Cheng et al., 1996).  

Le séquençage est l’outil privilégié pour constituer la carte génétique d’un organisme. 

Aujourd’hui, plus de 14 000 génomes d’espèces de Pseudomonas, qu’ils soient complets ou 

en phase d’assemblage, sont recensés et accessibles dans la base de données appelée 

Pseudomonas Genome Database (www.pseudomonas.com). Les études génomiques 

comparatives révèlent que ces génomes sont bien conservés, malgré une taille allant de 6 et 

7 Mpb suivant les souches.  
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Ainsi, la partie génomique commune à toutes les souches a été appelée « core génome » 

tandis que la partie flexible a été appelée « génome accessoire ». Ce dernier est d’ailleurs 

responsable de la différence de taille observée entre les génomes.  

IV.1 Le core génome, la base génétique 

Le core génome représente 90% du génome total. C’est un ensemble de matériel génétique 

commun à toutes les souches. Bien qu’il soit hautement conservé, il reste tout de même 

dynamique. En effet, par mutation ponctuelle ou délétion provoquant la perte du gène, environ 

0,5 à 0,7% des séquences sont divergentes.  

Le core génome code notamment des gènes impliqués dans des voies métaboliques et des 

facteurs de virulence communs à toutes les souches. Par exemple, une étude sur un panel de 

18 souches de P. aeruginosa a montré que parmi les 267 facteurs de virulence recherchés, 

97% étaient présents chez toutes ces souches (Wolfgang et al., 2003). 

IV.2 Le génome accessoire, une mosaïque individuelle 

Le génome accessoire représente environ 10% du génome total. Ces fragments d’ADN (acide 

désoxyribonucléique) ne sont pas distribués aléatoirement dans le core génome mais 

s’insèrent préférentiellement dans des régions géniques de haute plasticité, telles que celles 

des gènes à ARNt (acide ribonucléique de transfert) (Mathee et al., 2008; Williams, 2002). P. 

aeruginosa a acquis une vingtaine de ces régions par transfert horizontal. Ces régions sont 

appelées île ou îlot génomique lorsqu’elles font respectivement moins de 10 kb (kilobases) ou 

plus de 10 kb.  

Le génome accessoire a un rôle crucial dans l’évolution du génome du P. aeruginosa. 

Certaines souches ont acquis des caractéristiques avantageuses, leur permettant de s’adapter 

à une niche écologique hostile. Ainsi, elles peuvent persister dans un environnement pollué 

ou contenant des métaux lourds grâce à l’acquisition de nouvelles voies cataboliques 

permettant la dégradation de ces composés (Aguilar-Barajas et al., 2006). Ces souches 

peuvent ainsi être des acteurs importants dans la bioremédiation des sols.  

D’autres souches ont, quant à elles, une incidence forte dans le domaine médical. En effet, 

certaines souches, comme PA14, sont devenues fortement pathogènes grâce à l’acquisition 

de gènes codant des facteurs de virulence et/ou des mécanismes de résistance aux 

antibiotiques. Dans ce cas, l’îlot génomique est appelé îlot de pathogénicité. La souche PA14 

en porte deux : l’îlot PAPI-1 et PAPI-2 (He et al., 2004).  

Un intérêt tout particulier doit être porté à ces îlots car ils sont en partie responsables de la 

dissémination de ces gènes de virulence au sein des populations bactériennes.  
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En additionnant l’antibiorésistance naturelle et les îlots de pathogénicité, les souches 

deviennent ainsi multi- voire toto-résistantes aux antibiotiques.  

V. La résistance aux antibiotiques 

L’arrivée des antibiotiques en 1940 a complétement révolutionné la façon de traiter les 

patients, permettant ainsi une réduction significative de la mortalité associée aux maladies 

infectieuses. Cependant, la résistance bactérienne aux antibiotiques est rapidement devenue 

un problème de santé public et ce à l’échelle mondiale. Aujourd’hui le lien entre l’usage 

excessif d’antibiotiques et l’émergence de la résistance est clairement établi. C’est à la fin des 

années 1990 que l’évolution de la résistance à différentes familles d’antibiotiques est devenue 

très préoccupante (Andrade et al., 2003; Davies, 1996; McGowan, 2006). 

La résistance aux antibiotiques au sein des populations bactériennes commence par la 

sélection des bactéries résistantes durant l’exposition à l’antibiotique. Dans le même temps, 

la destruction d’une partie du microbiote sensible à l’antibiotique laisse la place aux bactéries 

résistantes. Ces dernières sont transmises par contact d’une personne à l’autre et dans 

l’environnement, menant à terme à une transmission globale (Murthy, 2001). 

Si le pouvoir pathogène de P. aeruginosa implique fortement sa rapide capacitée à évoluer 

génétiquement, il est aussi permis par sa forte résistance naturelle aux antibiotiques. De plus, 

l’acquisition de gènes de résistance par transfert horizontal est venue compléter ces gènes de 

résistance naturellement présents chez P. aeruginosa, provoquant ainsi une multirésistance 

aux antibiotiques. Cette multirésistance est décrite comme la résistance (ou la diminution de 

la sensibilité) à au moins trois classes d’antibiotiques actifs sur les souches sauvages. Ces 

trois classes sont les β-lactamines (pénicillines, céphalosporines, monobactames et les 

carbapénèmes), les fluoroquinolones et les aminosides. 

Les souches PAMR (P. aeruginosa multirésistantes) posent un grave problème de santé public 

car elles compliquent très sérieusement la prise en charge du patient et diminuent les chances 

de rétablissement. Cet échec thérapeutique est accompagné d’une augmentation de la durée 

d’hospitalisation, de la durée de ventilation (pour les malades en réanimation) et du coût du 

séjour à l’hôpital.  

La propagation des souches PAMR dans le monde n’est pas la seule source d’inquiétude dans 

la communauté scientifique. En effet, c’est en fait tout un groupe de bactéries responsables 

d’infections nosocomiales et multirésistantes qui devient problématique. Ces bactéries ont été 

regroupées par Rice en 2006 sous l’acronyme « ESKAPE » pour Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa, and Enterobacter. 
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Face à cette situation préoccupante, l’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) a mis au point 

un système de surveillance épidémiologique appelé GLASS (Global Antimicrobial Resistance 

and Use Surveillance System). Il permet, dans un premier temps de collecter en continu et de 

façon standardisée les données d’établissements de santé mais aussi de la consommation 

d’antimicrobiens dans les pays collaborateurs. L’analyse de ces données permet entre autres, 

d’alerter sur l’arrivée d’une possible épidémie selon la circulation des isolats bactériens, de 

mettre en lumière les bactéries les plus problématiques et de mettre au point une stratégie de 

lutte adaptée. C’est ainsi qu’en 2017, soit plus de 10 ans après l’alerte donnée par Rice, l’OMS 

a rendu public une liste de bactéries pour lesquelles il devient urgent de trouver de nouvelles 

stratégies thérapeutiques. Sur trois niveaux de priorité, P. aeruginosa se retrouve en priorité 

critique avec Acinetobacter baumannii et les Enterobacteriaceae, pour sa résistance aux 

carbapénèmes.  

En 2021, d’après le rapport mis en ligne en 2023, seuls 2 pays (Danemark et Finlande) sur 44 

ont moins de 5% d’isolats de P. aeruginosa résistants aux carbapénèmes alors que dans 6 

pays (Biélorussie, Géorgie, Moldavie, Russie, Serbie et Ukraine) le pourcentage d’isolats 

résistants aux carbapénèmes est égal ou supérieur à 50% (Figure 3).  

Une étude publiée en 2022 a estimé qu’en 2019, dans le monde, près de 5 millions de décès 

étaient associés aux bactéries résistantes aux antimicrobiens, dont 1,3 millions directement 

attribuables à l’antibiorésistance.  

En 2014, le journal « Review on Antimicrobial Resistance » prédisait déjà qu’à l’échelle 

mondiale, le nombre de décès dû à la résistance aux antibiotiques pourrait s’élever à 10 

millions chaque année d’ici 2050, dépassant le nombre de décès dû au cancer. 
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Figure 3 | Pourcentage d’isolats de P. aeruginosa résistants aux carbapénèmes dans différents 

pays (données de 2021). 

Figure issue du Rapport de surveillance de la résistance antimicrobienne en Europe mis en ligne par 
l’OMS en 2023. 

 

La communauté scientifique fait donc face à un enjeu sanitaire mondial qui impose de trouver 

de nouvelles solutions thérapeutiques pour inverser la tendance. Pour trouver de nouvelles 

thérapies efficaces, il est important de comprendre les mécanismes de résistance mis en place 

lors d’une exposition à un antibiotique.  

Concernant P. aeruginosa, de nombreuses données sont disponibles dans la littérature et les 

recherches s’accordent à discriminer trois types de résistance : la résistance intrinsèque, 

acquise et adaptative (Hoon Jeong et al., 2015; Lister et al., 2009; Potron et al., 2015; Strateva 

& Yordanov, 2009; Sun et al., 2014) (Figure 4). De façon générale, les acteurs moléculaires 

sont communs dans au moins deux de ces trois types de résistance. Parmi eux, les porines 

restreignent l’accès de l’antibiotique à sa cible et les pompes d’efflux expulsent les 

antibiotiques hors de la cellule. Enfin la bactérie peut modifier par mutation la cible de 

l’antibiotique pour limiter ou inhiber son action.  
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Figure 4 | Les acteurs moléculaires responsables de la multirésistance chez P. aeruginosa. 

CM : membrane cytoplasmique i.e. membrane interne, OM : membrane externe. Les étoiles 
représentent les antibiotiques (Car. : carbapénème, Ceph. : céphalosporine, Pen. : pénicilline, Flu. : 
fluoroquinolone, Ami. : aminoglycoside, Mac. : macrolide, Pol. : polymyxine). Les lignes pointillées 
indiquent les niveaux de transcription des gènes (Matar et al., 2017). 
 

V.1 La résistance intrinsèque 

Les gènes qui participent à la résistance intrinsèque sont continuellement exprimés à un 

niveau basal pour garantir une protection permanente contre les molécules toxiques. 

 La majorité des antibiotiques utilisés pour traiter les infections à P. aeruginosa doivent 

traverser les membranes. C’est le cas des β-lactames, des quinolones et des 

aminoglycosides.  

Parfois, ces antibiotiques n’arrivent jamais jusqu’à la membrane car ils sont piégés par 

l’alginate. En effet, cet exopolysaccharide (EPS), entoure la bactérie et se lie aux antibiotiques 

cationiques tels que les aminoglycosides (Nichols et al., 1988). Cet EPS sera décrit plus en 

détail dans le chapitre 2 de cette revue bibliographique. 

P. aeruginosa comme toutes les bactéries Gram négatif, possède deux membranes : une 

membrane interne et une membrane externe, séparées par l’espace périplasmique. Cette 

structure hydrophobe est naturellement moins perméable aux petites molécules hydrophiles 

comme les nutriments.  
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La membrane externe est une bicouche asymétrique constituée du lipopolysaccharide (Cf 

Revue bibliographique – Chapitre 1 – Section VII.1.4) et de phospholipides où s’insèrent de 

nombreuses protéines comme les porines. Les porines sont des protéines transmembranaires 

formant des pores ou canaux protéiques permettant l’entrée des petits composés hydrophiles. 

Elles sont composées de feuillets-β et s’associent parfois en trimères. Chaque monomère est 

formé par des tonneaux-β transmembranaires. Les feuillets-β sont reliés entre eux par des 

boucles extracellulaires et périplasmiques, et des boucles spécifiques, situées au centre du 

tonneau, forment la zone de constriction de la porine. Le diamètre de la zone de constriction 

permet le passage de molécule de taille bien définie.  

La porine majoritaire de P. aeruginosa est OprF. Elle est aussi appelée « porine générale » 

car le passage des molécules à travers son canal est non spécifique. Ainsi, des composés 

variés comme des petites molécules ioniques ou des polysaccharides d’une taille inférieure à 

1,5 kDa, pénètrent dans la cellule par diffusion. OprF a aussi été décrite comme une protéine 

structurale importante dans l’intégrité cellulaire grâce à la forte interaction de son domaine 

périplasmique avec le peptidoglycane (Rawling et al., 1998). Elle est aussi impliquée dans la 

morphologie de la cellule, dans la survie en milieu faiblement osmotique (Rawling et al., 1998) 

ou encore dans la formation de biofilm (Cassin & Tseng, 2019).  

P. aeruginosa contient d’autres porines spécifiques. Ce sont les cas des porines OprB, OprD, 

OprE, OprO, and OprP. Enfin, les porines OprM, OprN et OprJ participent au fonctionnement 

des pompes d’efflux. Ces pompes exportent les déchets toxiques du cytoplasme vers le milieu 

extracellulaire (Hancock & Brinkman, 2002; Samanta et al., 2018; Welte et al., 1995).  

Comme les nutriments et autres petites molécules, les antibiotiques de nature hydrophile n’ont 

d’autre choix que de passer par les porines pour traverser la membrane externe. Pour se 

protéger, P. aeruginosa est capable de réduire le nombre de porines non spécifiques, pour les 

remplacer par des porines spécifiques, diminuant ainsi la perméabilité de la membrane aux 

molécules toxiques (Tamber & Hancock, 2003). Cette adaptation est notamment responsable 

d’une résistance aux carbapénèmes et aux céphalosporines (Karsten Baumgart et al., 2010).  

Comme évoqué précédemment, P. aeruginosa possède des pompes d’efflux qui contribuent 

largement à son antibiorésistance. Ces pompes sont des systèmes de transport membranaire 

exclusivement dédiés à l’efflux de molécules.  

En fonction de leur structure, du nombre de domaines transmembranaires, de la source 

d’énergie utilisée pour l’export et des substrats efflués, les pompes d’efflux ont été classées 

en 6 grandes familles : la superfamille des ABC (adenosine triphosphate-binding cassette), la 

superfamille des MFS (major facilitator superfamily), la famille des MATE (multidrug and toxic 

compound extrusion), celle des SMR (small multidrug resistance), celle des RND (resistance 



Revue bibliographique – Chapitre 1 – Pseudomonas aeruginosa 

13 
 

nodulation cell division), et enfin la famille des PACE (proteobacterial antimicrobial compounds 

efflux) (Figure 5) (Boulant et al., 2020; Du et al., 2018). 

 

Figure 5 | Les différentes familles de pompes à efflux. 
Le substrat est représenté par le point rouge. La famille PACE n’est pas représentée par manque de 
données structurales (Boulant et al., 2020). 

 

Pour fonctionner, les pompes d’efflux utilisent l’énergie fournie par dissipation d’un gradient de 

protons (familles MFS, RND et SMR) ou d’ions sodium (famille MATE) ou encore par hydrolyse 

d’ATP (adénosine triphosphate) (famille ABC). Les familles MFS, SMR, PACE, MATE et ABC 

sont présentes chez les bactéries à Gram positif et Gram négatif, et sont uniquement 

localisées au niveau de la membrane (interne chez les Gram négatif). Les familles RND et 

ABC sont associées aux deux membranes et sont donc uniquement présentes chez les 

bactéries Gram négatif (Boulant et al., 2020).  

Chez P. aeruginosa, les pompes les mieux caractérisées sont MexAB/OprM, MexXY/OprM, 

MexEF/OprN, MexJK/OprM et MexCD/OprJ, appartenant à la famille RND.  

Les pompes d’efflux de la famille RND sont des systèmes tripartites transmembranaires qui 

traversent entièrement la paroi. Ils sont constitués d’une protéine de la membrane externe ou 

OMF (outer membrane fusion) (OprM, N, J), une protéine de fusion périplasmique ou MFP 

(membrane fusion protein) (MexA, X, E, J, C) et d’un transporteur inséré dans la membrane 

interne ou RND (MexB, Y, F, K, D) (Figure 5). Les gènes codant ces pompes sont souvent 

organisés en opérons (Cattoir, 2004; Putman et al., 2000). 

De nombreuses données existent dans la littérature démontrant la forte implication de ces 

pompes d’efflux dans la multirésistance de P. aeruginosa. Les pompes MexAB/OprM et 

MexXY/OprM sont les deux pompes ayant un impact clinique majeur. Elles participent 
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notamment à la résistance intrinsèque de P. aeruginosa face aux β-lactamines (sauf 

l’imipenème), aux aminoglycosides, aux fluoroquinolones ou encore aux tétracyclines (Goli et 

al., 2018; Poonsuk & Chuanchuen, 2014). L’expression de MexAB/OprM est constitutive, c’est-

à-dire que ces gènes sont constamment exprimés à un niveau basal, assurant une protection 

constante et stable (X.-Z. Li et al., 2015). L’expression basale de MexXY/OprM est, quant à 

elle, faible mais est augmentée lorsque la machinerie ribosomale est endommagée (T. Hay et 

al., 2013).  

L’activité de ces pompes diminue une nouvelle fois la perméabilité membranaire et la 

concentration en antibiotique grâce à un transport actif vers l’extérieur de la cellule.  

Enfin, P. aeruginosa possède une β-lactamase appelée AmpC. Le gène ampC est sous le 

contrôle d’un promoteur inductible en présence de β-lactamine. Sa localisation dans le 

périplasme n’est pas anodine. Elle hydrolyse les aminopénicillines et les céphalosporines, dès 

que celles-ci ont traversé la membrane externe (Juan et al., 2005).  

Ces acteurs moléculaires sont aussi retrouvés dans la résistance acquise mais apparaissent 

mutés ou sont exprimés à des niveaux de transcription différents.  

V.2 La résistance acquise  

Contrairement à la résistance naturelle, la résistance acquise est la conséquence d’une 

pression de sélection par un antibiotique, menant à une population résistante de façon 

irréversible (J.-Y. Lee et al., 2016). Cette résistance peut être acquise via une mutation d’un 

gène porté par le génome, ou par acquisition de nouveaux gènes par transfert horizontal 

(Davies & Davies, 2010).  

Certains gènes de résistance sont portés par des éléments génétiques mobiles dont les 

plasmides. Par transfert horizontal, ils se déplacent d’une bactérie à l’autre, conférant ainsi un 

avantage sélectif durant l’exposition à la molécule toxique. C’est le cas de l’îlot de 

pathogénicité PAPI-1 de la souche PA14, qui porte le régulateur PvrR qui contrôle le 

développement du biofilm et la résistance aux antibiotiques (He et al., 2004; X. Qiu et al., 

2006). Les transferts horizontaux des gènes codant des β-lactamases, des méthylases et des 

carbapénèmases ont ainsi très largement étendu la résistance aux β-lactamines (Poole, 2011). 

Ces enzymes inactivent l’activité des antibiotiques en les dégradant. 

Dans certains cas, la présence d’une mutation au sein d’un système de régulation conduit à 

une activation élevée d’un promoteur et en conséquence à une résistance accrue. L’une des 

mutations la plus répandue est celle qui conduit à l’inactivation du répresseur de la 

transcription ampD. Le répresseur AmpD réprime la transcription du gène ampC, ce dernier 

se retrouve ainsi constamment exprimé même en l’absence d’antibiotique. Henrichfreise a 
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d’ailleurs montré que 73% des isolats cliniques testés dans son étude présentaient une 

mutation d’ampD et donc une surproduction d’AmpC (Henrichfreise et al., 2007). 

De la même façon, une mutation sur les régulateurs transcriptionnels des pompes d’efflux 

MexAB/OprM, MexXY/OprM/A, MexCD/OprJ confère une importante résistance aux agents 

antimicrobiens (Kao et al., 2016; Lister et al., 2009). Par exemple, une mutation sur mexT, le 

régulateur des gènes codant la pompe MexEF/OprN, induit une surexpression de la pompe 

MexEF/OprN et une résistance aux fluoroquinolones. Le système MexXY/OprM est impliqué 

dans la résistance aux aminosides chez P. aeruginosa, et serait, en cas d’hyperproduction, 

responsable du phénotype de type « imperméabilité » observé chez des souches cliniques 

(Choudhury et al., 2015).  

P. aeruginosa peut aussi muter la porine par laquelle passe l’antibiotique. Ainsi, certains isolats 

cliniques résistants à l’imipenème (dérivé semi-synthétique de la thiénamycine) expriment peu 

la porine OprD (H. Li et al., 2012; Strateva & Yordanov, 2009; Trias & Nikaido, 1990) (H. Li et 

al., 2012), la seconde porine majoritaire de P. aeruginosa. Initialement, destinée au passage 

de petits peptides et d’acides aminés basiques, elle est aussi la porte d’entrée des 

carbapénèmes et en particulier l’imipenème (Epp et al., 2001; Gutiérrez et al., 2007).  

V.3 La résistance adaptative 

Cette résistance est de nature éphémère et reproductible car elle apparait seulement durant 

l’exposition à un antibiotique spécifique et disparait ensuite lorsque la bactérie n’est plus en 

contact avec l’antibiotique. Parmi les mécanismes connus et les mieux décrits on trouve, les 

mutations génétiques d’un répresseur et les mutations de la cible de l’antibiotique.  

Parmi les mutations réversibles sur des gènes codant des répresseurs, celle sur le gène nfxB 

induit une surexpression des gènes codant la pompe d’efflux MexCD/OprJ. La sous-population 

bactérienne portant cette mutation est résistante aux fluoroquinolones (Hirai et al., 1987). 

 
D’autres mutations ont pour conséquence une modification de la cible de l’antibiotique. 

Certains antibiotiques comme les aminoglycosides et les polymyxines ciblent le LPS 

(lipopolysaccharide) situé sur la face externe de la membrane externe. Pour contrer l’action 

de ces antibiotiques, de multiples mutations sur plusieurs gènes codant les protéines 

régulatrices PhoP-PhoQ, PmrA-PmrB, CprR-CprS et ParR-ParS (Fernández et al., 2012), 

mènent à terme à une modification du LPS. Les mutations simultanées sur les protéines PhoP-

PhoQ ou PmrA-PmrB ont notamment été trouvées chez des isolats cliniques résistants à la 

polymyxine B (Barrow & Kwon, 2009).  
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V.4 Les nouvelles approches thérapeutiques  

À l’hôpital, l’apparition de PAMR complique la prise en charge des infections à P. aeruginosa. 

Compte-tenu de sa forte présence en milieu hospitalier et de sa versatilité, trouver de nouvelles 

approches thérapeutiques représente un enjeu de santé publique mais aussi un vrai défi pour 

la communauté scientifique.  

La prévention est le premier levier dans la lutte contre les infections. Les mesures d’hygiène 

dans les établissements de santé sont coordonnées par le CTIN (comité technique national 

des infections nosocomiales) et par la cellule « Infections nosocomiales » du ministère de la 

santé. 

Dans les années 1970, en dehors de la recherche de nouveaux antibiotiques, d’autres 

solutions ont été envisagées pour lutter contre P. aeruginosa, dont la vaccination. 

Malheureusement, malgré plus de 40 ans de recherche, il n’existe à ce jour aucun vaccin 

disponible sur le marché. Dans la plupart des cas, les essais entrepris n’ont pas dépassé le 

stade des essais cliniques pour cause de faible immunogénicité. Pour ceux qui ont dépassé 

ce stade ils n’ont, par la suite, pas confirmé leur efficacité lors d’essais cliniques. En 2022, une 

étude réunissant une équipe du service d’anesthésie de l’hôpital pour enfants de Boston et de 

chez AstraZeneca du Maryland, a été réalisée (Omar Faruk Shaikh et al., 2022). Ces deux 

équipes ont évalué les réponses immunitaires et l’efficacité protective de plusieurs vaccins 

chez des souris atteintes de pneumonie. Les vaccins consistaient en un mélange des protéines 

PopB/PcrH ou OprF/OprI, ou les deux. C’est la combinaison de PopB/PcrH et OprF/OprI qui a 

induit la protection la plus efficace contre P. aeruginosa. Ces résultats sont un premier pas 

encourageant dans la mise au point d’un vaccin.  

 À défaut, de trouver un vaccin, la recherche s’est penchée aussi sur l’immunothérapie. En 

effet, certains patients immuno-déficients infectés, sont incapables de supporter une réponse 

immunitaire induite par la vaccination. Le projet d’immunothérapie le plus prometteur a été le 

traitement oral par anticorps anti-Pseudomonas IgY produit en jaune d’œuf de poule. Les 

anticorps IgY augmentaient les populations de polynucléaires neutrophiles et de monocytes 

et semblaient inhiber l’attachement de P. aeruginosa aux cellules épithéliales (Thomsen et al., 

2016). Ces recherches rentraient dans le projet appelé IMPACTT (Immunoglobulin IgY 

pseudomonas A clinical trial for cystic fibrosis treatment) qui fût financé par l’Europe jusqu’en 

2016. Depuis la clôture du projet, aucune donnée supplémentaire n’a été publiée. 

La phagothérapie, c’est-à-dire l’utilisation de bactériophages a également été étudiée. Les 

bactériophages sont des virus qui utilisent toute la machinerie de la bactérie infectée pour 

créer de nouveaux virus jusqu’à la lyse de la cellule. En combinaison avec un traitement 
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antibiotique, ces bactériophages se sont montrés efficaces contre les biofilms de P. 

aeruginosa (Holguín et al., 2015; Jeon & Yong, 2019; Wright et al., 2009).  

De nombreux essais de traitements ont donc été menés mais beaucoup se sont révélés 

inefficaces ou n’ont pas réussi à dépasser les phases cliniques. D’autres sont encore en cours 

et sont pour le moment au stade pré-clinique.  

Cependant le recherche continue et de nombreux projets visant à lutter contre les infections à 

P. aeruginosa continuent d’émerger. En France, ces projets sont notamment financés par 

l’association « Vaincre La Mucoviscidose ». Grâce à ces financements, des nouvelles 

perspectives thérapeutiques voient le jour. Parmi celles-ci, le projet dirigé par Jean-Michel 

BOLLA (INSERM U1261, UMR MD1, Faculté de Médecine à Marseille) visait à faciliter l'action 

des antibiotiques grâce à l'utilisation de molécules chimio-sensibilisantes capables de diffuser 

efficacement dans le mucus respiratoire et dans les biofilms. Les études in vitro 

encourageantes ont montré que les composés polyamino-isoprényles sont capables de 

déstabiliser l’intégrité membranaire des bactéries à Gram négatif par une action 

membranotrope dose-dépendante qui induit l’augmentation de la concentration intracellulaire 

de l’antibiotique (Troudi, 2022).  

Le projet d’Isabelle Schalk visait quant à lui à pirater les systèmes bactériens d’assimilation du 

fer (un nutriment essentiel à la prolifération de P. aeruginosa) pour faciliter l’entrée 

d’antibiotiques dans la bactérie. En employant la stratégie du cheval de Troie, les antibiotiques 

sont « déguisés » chimiquement pour qu’ils soient reconnus par les voies d’assimilation du fer 

de la bactérie (Gasser et al., 2016; Perraud et al., 2022).  

La difficulté à éradiquer les infections à P. aeruginosa montre combien cette bactérie est 

capable de s’adapter à son environnement. Pour garantir sa survie et sa prolifération, P. 

aeruginosa, déploie un arsenal important de facteurs de virulence. Certains sont responsables 

d’une dégradation rapide des tissus et d’une réponse inflammatoire exacerbée, 

caractéristiques d’une infection dite aigüe.  
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VI. Le cycle de l’infection respiratoire aigüe 

L’infection aigüe est induite par des bactéries planctoniques, c’est à dire mobiles et isolées les 

unes des autres. Elles coopèrent néanmoins pour coloniser les tissus grâce à la production de 

métabolites secondaires appelés facteurs de virulence. 

Le cycle de l’infection aigüe comporte les grandes étapes suivantes : i) Adhésion et 

colonisation, ii) Invasion cellulaire locale et iii) Dissémination épithéliale et systémique. Pour 

mener à bien chaque étape, P. aeruginosa dispose d’un arsenal de facteurs de virulence qui 

sont membranaires ou sécrétés dans le milieu extracellulaire. Ces différents facteurs de 

virulence sont mobilisés en fonction de l’étape du cycle infectieux dans lequel P. aeruginosa 

se trouve. Les facteurs de virulence principaux associés à ces étapes sont représentés sur la 

Figure 6. Un même facteur de virulence peut être présent à chaque étape du cycle infectieux 

mais avec des rôles différents (adhésion, mobilité, échappement du système immunitaire, 

toxicité).  

 

Figure 6 | Les mécanismes de virulence associés à la pathogenèse de P. aeruginosa. 
Après avoir atteint un seuil critique (quorum), les systèmes de quorum sensing entraînent l'expression 
de différents facteurs de virulence. La protéase alcaline, les élastases et les protéases, les 
phospholipases et les rhamnolipides, stimulent la destruction des circuits d'immuno-surveillance de 
l'hôte, des composants de la matrice extracellulaire (ECM), des lipides membranaires, des cellules 
immunitaires  
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suite figure 6 : et des érythrocytes respectivement. La production de sidérophores, d'exotoxine A, de 

cyanure d'hydrogène (HCN) et de pyocyanine permet respectivement de chélater le fer des tissus hôtes, 

d’inhiber la synthèse des protéines, d’abroger la chaîne de transport d'électrons et d’induire l'apoptose. 

La formation de biofilms mucoïdes protège les cellules bactériennes des antibiotiques et des cellules 

immunitaires entrantes (Chadha et al., 2022). 

VI.1 L’adhésion tissulaire 

L’adhésion au tissu est l’étape essentielle pour initier l’infection. Préalablement évoquées dans 

la partie « III. Un pathogène opportuniste », les portes d’entrées dans l’hôte sont nombreuses. 

Ainsi, P. aeruginosa infecte plus facilement une personne dont les premières lignes de 

défense, représentées par la peau et les muqueuses, sont endommagées. Il est possible de 

retrouver le terme « d’adhérence opportuniste » pour décrire cette adhérence. Elle fait 

intervenir des facteurs de virulence regroupés sous le terme d’adhésines qui sont 

essentiellement associés à la membrane comme les pili, le flagelle et les lectines. Ces 

adhésines vont reconnaitre des récepteurs spécifiques situés à la surface des cellules 

eucaryotes pour permettre dans un premier temps l’adhésion puis l’invasion.   

VI.1.1 Les pili de type IV 

Les pili sont des filaments constitués de sous-unité de piline A (PilA) de 5 à 8 nm de diamètre 

et plusieurs microns de longueur (Beaussart et al., 2014; Burrows, 2012) (Figure 7). Leur 

structure hélicoïdale leur confère des propriétés d’extension et de rétractation leur permettant 

d’assurer de nombreuses fonctions telles que la mobilité, l’adhésion ou la formation de biofilm.  

Les pili de type IV sont les adhésines majoritairement retrouvées lors de l’adhésion et en 

particulier lorsque l’épithélium du tractus respiratoire est endommagé. Une étude a montré que 

sur un épithélium respiratoire de chien partiellement endommagé, P. aeruginosa était 

seulement retrouvée sur les cellules exfoliées et n’adhérait pas sur les cellules saines (Hulbert 

et al., 1990) . L’hypothèse est que les cellules en cours de mort cellulaire seraient les seules 

à exposer ou exprimer les récepteurs reconnus par les adhésines de P. aeruginosa. Les pili 

de type IVa, IVb et Tad sont les trois types de pili de type IV retrouvés uniquement chez P. 

aeruginosa dont Tad qui est codé par l’îlot de pathogénicité PAPI-1.  
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a           b   

 

 

 

 

 

Figure 7 | Les appendices membranaires de P. aeruginosa et la structure du pilus de type IVa. 

P. aeruginosa observée en microscopie à transmission électronique, échelle : 500 nm (P : pili ; F : 
flagelle) (Baldwin, 2001) (a). Structure du pilus de type IVa (IM : membrane interne, PG : peptidoglycane 
et OM : membrane externe) (Hospenthal et al., 2017) (b). 

 

L’adhésion de la bactérie sur le pôle apical des cellules épithéliales respiratoires se fait via la 

partie C-terminale de la piline A et les récepteurs glycolipidiques des cellules respiratoires 

Asialo-GM1 (Comolli et al., 1999; Doig et al., 1988; Farinha et al., 1994; Giltner et al., 2006; 

Saiman & Prince, 1993). Ces récepteurs sont en forte abondance à la surface de l’épithélium 

respiratoire de patients atteints de mucoviscidose (Saiman & Prince, 1993). Toujours du côté 

apical, les N-glycanes sont également des récepteurs des pili (Bucior et al., 2012). Enfin, du 

côté basal, c’est l’adhésine PilY1, située au bout du pilus, qui interagit avec le motif RGD (motif 

arginine-glycine-acide aspartique) des intégrines (Johnson et al., 2011). 

VI.1.2  Le flagelle 

Le flagelle polaire (Figure 7a) est une structure filamenteuse de 15 à 20 µm de long qui 

participe activement à la mobilité bactérienne mais aussi à l’adhésion. Le flagelle possède une 

structure complexe composée d’environ 20 protéines formant le corps basal, le crochet et le 

filament. Le corps basal (« stator » et « rotor ») est ancré dans la double membrane et fournit 

l’énergie pour la rotation du flagelle. Le crochet (FlgE) sert de lien entre le corps basal et le 

filament. Ce dernier est composé de flagelline (FliC) et se termine par une coiffe protéique 

(FliD) (Haiko & Westerlund-Wikström, 2013; Sampedro et al., 2015) ( 
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Figure 8). Cette structure présente une forte homologie avec le système de sécrétion de type 

3 (cf Revue bibliographique - Chapitre 1- Section VI.2.1.3). 

En dehors de son rôle majeur dans la mobilité bactérienne, le flagelle permet l’adhésion sur 

des surfaces hydrophobes voire superhydrophobes (Bruzaud et al., 2015). Du côté cellulaire, 

FliC interagit avec les récepteurs Asialo-GM1 (Haiko & Westerlund-Wikström, 2013) et le 

surfactant SP-A (Ketko et al., 2013). La flagelline est également un des principaux activateurs 

de la réponse immunitaire de l’hôte via les récepteurs de type Toll 5 (J. Zhang et al., 2003). 

FliD quant à elle interagit avec le récepteur MUC1 présent sur la mucine respiratoire qui 

tapisse l’épithélium pulmonaire (Haiko & Westerlund-Wikström, 2013). 

 

Figure 8 | Représentation schématique du flagelle de P. aeruginosa. 
(T. De Sousa et al., 2021) 
 

VI.1.3  Les lectines 

Les lectines sont des protéines solubles qui se fixent sur des sucres localisés à la surface des 

cellules hôtes. P. aeruginosa possède deux lectines : LecA (PA-IL) et LecB (PA-IIL) qui se 

fixent respectivement sur le galactose et le fucose. Bien qu’elles aient été identifiées 

initialement dans le cytoplasme, elles sont présentes en grande quantité sur la membrane 

externe (Tielker et al., 2005). LecA facilite l’adhérence de P. aeruginosa sur l’épithélium 

intestinal et altère sa perméabilité, augmentant l’adsorption de l’exotoxine A (Laughlin et al., 

2000). En plus de leur rôle dans l’adhésion, ces deux lectines possèdent aussi une activité 

cytotoxique sur les cellules épithéliales respiratoires. LecA diminue leur taux de croissance 

tandis que LecB inhibe le battement ciliaire in vitro (Adam et al., 1999). Le battement ciliaire 

est un mouvement mécanique qui permet d’évacuer le mucus qui tapisse naturellement les 
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voies respiratoires. L’un des rôles du mucus est de piéger les pathogènes, il est donc important 

de l’évacuer régulièrement pour éviter l’infection.  

Enfin, elles sont en étroite relation avec d’autres facteurs de virulence. Ainsi, les lectines 

contribuent à l’attachement du biofilm sur les cellules épithéliales (Diggle et al., 2006; Tielker 

et al., 2005) et LecB participe à la biogénèse du pilus et à l’activité de la protéase IV (Sonawane 

et al., 2006).  

VI.1.4  Le lipopolysaccharide 

Le LPS est un élément essentiel dans la structure de la membrane car il compose la bicouche 

lipidique de la membrane externe (figure 9).  

 

Figure 9  |Structure du LPS. 
Le cœur lipidique contient une partie interne et une partie externe. La partie interne contient des sucres 
comme le L-glycérol-D-mano heptose (Hep) et du 3-déoxy-D-manno-acideoctulosonique (Kdo). La 
partie externe contient des héxosamines et des héxoses (Hex). P : groupement phosphate. Figure 
modifiée à partir de (Mohammad & Thiemermann, 2021; Zamyatina, 2018). 

 

Le LPS est divisé en trois parties. Le lipide A (ou endotoxine) qui permet l’ancrage dans la 

bicouche lipidique, un polysaccharide appelé antigène-O ou OPS (O polysaccharide) et un 

cœur oligosaccharidique reliant le lipide A et l’OPS (Figure 9) (J.S. Lam et al., 1999; Rocchetta 

et al., 1999).  

Outre son rôle de barrière physique entre l’environnement et la cellule bactérienne, le LPS est 

aussi impliqué dans l’adhésion bactérienne.  

Plus précisément, le lipide A se fixe sur les récepteurs eucaryotes CD14 et Type Toll-4 

localisés à la surface des macrophages. Le récepteur Type Toll-4, à la différence du CD14, a 

été identifié comme étant le récepteur spécifique pour le LPS  (Poltorak et al., 1998; Rhee, 

2014). Une fois le lipide A fixé, les macrophages vont sécréter des cytokines proinflammatoires 

comme IL-1 (interleukine), IL-6, IL-8 et le TNFα (tumour necrosis factor α). Ces cytokines vont 



Revue bibliographique – Chapitre 1 – Pseudomonas aeruginosa 

23 
 

à leur tour se fixer sur des récepteurs, menant à la production de médiateurs de l’inflammation. 

Du point de vue physiologique, l’apparition de ces médiateurs se traduit par de la fièvre et une 

hypotension chez les patients, à la suite de l’augmentation de la perméabilité vasculaire et à 

la vasodilatation. En cas d’infection, la lyse des bactéries va libérer en abondance le LPS qui 

va activer les macrophages. En conséquence, les médiateurs sont libérés en excès 

provoquant des dommages irréversibles et un choc endotoxinique, pouvant mener au coma 

et à la mort du patient (Hamann et al., 2005).  

L’antigène-O est la partie antigénique du LPS qui assure, entre autres, la résistance à la 

phagocytose. C’est aussi la partie la plus variable entre les souches (Lam et al., 1989). 

Certaines bactéries possèdent un LPS dépourvu d’un antigène-O conduisant à un phénotype 

« rough » car les colonies ont un aspect rugueux sur gélose. À l’inverse, celles qui possèdent 

un LPS complet ont un phénotype « smooth » car les colonies apparaissent lisses sur gélose. 

Les bactéries « rough » sont plus facilement phagocytées et moins virulentes que leurs 

congénères « smooth »  (Liang-Takasaki et al., 1982).  

Des études plus récentes ont montré que les isolats de patients atteints de mucoviscidose qui 

possédaient un phénotype « rough » étaient aussi mucoïdes. L’équipe de Goldberg a 

démontré que ces deux phénotypes étaient inversement régulés par le régulateur AmrZ. La 

longueur de l’antigène-O est dépendante d’une protéine appelée Wzz2. Chez les souches 

cliniques mucoïdes qui possèdent un antigène-O très court, donc « rough », l’expression de 

Wzz2 est très faible comparée à celle des isolats non mucoïdes. L’expression de wzz2 est en 

fait inhibée par le régulateur de la transcription AmrZ présent en abondance chez les souches 

mucoïdes (Cross & Goldberg, 2019). 

VI.2 L’invasion cellulaire locale 

La réussite de l’invasion réside dans la production par P. aeruginosa d’enzymes et de toxines. 

Ces protéines sont capables de contrer les barrières physiques, d’endommager les cellules 

hôtes et de résister à la phagocytose et aux mécanismes de défenses de l’hôte. Pour se 

maintenir dans le tissu, la stratégie majeure adoptée par la bactérie est la sécrétion de facteurs 

de virulence pour détruire les cellules de l’hôte.  

VI.2.1 La sécrétion des facteurs de virulence par les systèmes de 

sécrétion 

Les facteurs de virulence, pour se retrouver dans le milieu extracellulaire, doivent traverser la 

membrane interne, le périplasme et la membrane externe. Pour cela, ils utilisent les systèmes 

de sécrétion, apparentés à des « nanomachines armées » ancrées dans la membrane de P. 

aeruginosa. Selon les protéines sécrétées, la bactérie peut capturer des nutriments essentiels, 
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échapper au système immunitaire, perturber les signaux cellulaires de l’hôte, se répliquer dans 

les macrophages ou tuer les cellules hôtes. Ces systèmes sont donc indispensables à la survie 

de P. aeruginosa. 

Certain de ces systèmes de sécrétion présentent de fortes homologies de structure avec 

certains appendices bactériens comme les pili de type IV et le SST2 (système de sécrétion de 

type 2), le flagelle et le système SST3 ou la queue du bactériophage et le SST6.  

Au total, 9 systèmes de sécrétion ont été trouvés chez les bactéries. Certains sont uniquement 

présents chez les bactéries Gram positif, comme le SST7 chez Mycobacterium tuberculosis.  

À ce jour, cinq SST ont été identifiées chez P. aeruginosa : le SST1, 2, 3, 5 et 6. Selon le 

système, la protéine est sécrétée dans l’environnement extracellulaire (SST1, 2 et 5) ou 

injectée dans le cytoplasme de la cellule cible qui peut être procaryote ou eucaryote (SST3 et 

6) (Figure 10). 

VI.2.1.1 Le système de sécrétion de type 1 

Le SST1 sécrète les protéines en une seule étape c’est-à-dire du cytoplasme vers le milieu 

extracellulaire. Il est divisé en trois : une protéine de la membrane externe, un ABC 

transporteur dans la membrane interne qui fournit l’énergie nécessaire à la sécrétion et une 

seconde protéine de la membrane interne (Delepelaire, 2004; Holland et al., 2005).  

P. aeruginosa possède deux SST1. Le premier appelé Apr sécrète la protéase alcaline AprA 

et la protéine AprX de fonction inconnue (Duong et al., 2001; Guzzo et al., 1991). AprA 

participe à l’échappement du système immunitaire en dégradant les protéines du complément 

(C1q, C2 et C3), les anticorps et les cytokines (IFN-c, TNF-a et IL-6) (Laarman et al., 2012). 

Toujours pour échapper aux défenses de l’hôte, elle est capable de dégrader la flagelline FliC 

fortement immunogène et ainsi éviter la phagocytose (Bardoel et al., 2011). Elle a aussi une 

activité cytotoxique en dégradant la fibronectine et la laminine qui sont des composants de 

l’endothélium (Galdino et al., 2017). Le second système appelé Has sécrète HasAp, un 

hémophore qui chélate les ions de l’hème de l’hémoglobine (Létoffé et al., 1998; Wandersman 

& Delepelaire, 2004).  

  



Revue bibliographique – Chapitre 1 – Pseudomonas aeruginosa 

25 
 

 

Figure 10 | Les systèmes de sécrétion et leurs protéines effectrices associées chez P. 
aeruginosa. 
Les systèmes de sécrétion sont divisés en deux familles : la sécrétion en une étape (SST1, SST3, 
SST6) et la sécrétion en deux étapes (SST2, SST5). Les protéines de la première famille sont 
directement expulsées dans le milieu extracellulaire ou dans le cytoplasme de la cellule cible. Les 
protéines de la seconde famille, sont d’abord envoyées dans le périplasme par le système Sec ou Tat 
puis traversent la membrane externe par leur système de sécrétion respectif (Qin et al., 2022). 

 

VI.2.1.2 Le système de sécrétion de type 2 

Le SST2 sécrète les protéines dans le milieu extracellulaire en deux temps et en collaboration 

avec les systèmes Tat (twin-arginine translocation) et Sec (general secretory) situés dans la 

membrane interne. Selon la nature du peptide signal situé en N-terminal, les protéines passent 

soit par le système Tat soit par le système Sec pour se retrouver d’abord dans le périplasme 

(Gimenez et al., 2018; Voulhoux et al., 2001). La seconde étape est le clivage du peptide 

signal et l’adoption de la conformation tridimensionnelle avant le passage dans le système de 

sécrétion. Il existe plusieurs SST2 selon les souches de P. aeruginosa. La souche PA14 en 



Revue bibliographique – Chapitre 1 – Pseudomonas aeruginosa 

26 
 

possède deux : le Xcp (extracellular protein) (Bally et al., 1991) et le Hxc (homologue xcp) 

(Bally et al., 2002). Ces deux SST2 sont composés de 4 parties : un complexe dans la 

membrane externe, une plateforme insérée dans la membrane interne, un système 

d’hydrolyse d’ATP et un pseudopilus.  

Le système Xcp sécrète un grand nombre de substrats dont les élastases (LasA et LasB), les 

lipases (LipA et LipC), l’aminopeptidase PaAP, l’alcaline phosphatase PhoA, les 

phospholipases (PlcB, PlcH et PlcN) et les exotoxines (Cianciotto & White, 2017). Les rôles 

de certaines de ses protéines sont détaillés dans les sous-parties ci-dessous mais, dans 

l’ensemble, elles participent à la dégradation des tissus et des jonctions cellulaires pour faciliter 

l’invasion.  

Le système Hxc est quant à lui activé pour garantir la survie dans un environnement pauvre 

en phosphate via les phosphatases alcalines LapA, LapC et PstS (Bally et al., 2002). 

VI.2.1.2.1 L’exotoxine A 

Parmi les protéines sécrétées, l’exotoxine A (ExoA ou ToxA) est la plus toxique. Elle fait partie 

de la famille des toxines A-B et sa sécrétion fait suite à une carence en fer. ExoA, grâce à son 

domaine B (binding) se lie aux cellules eucaryotes via les récepteurs CD91 ou α2-

macroglobuline conduisant à son endocytose. Après son internalisation, elle change de 

conformation, ce qui active son activité nécrosante autour de la zone de colonisation (Martinez 

et al., 2015). En effet, son domaine A (activity) en tant qu'ADPRT (adénosine diphosphate-

ribosyltransfèrase) transfère une ADP-ribose (adénosine di-phosphate) sur l’EF2 (elongation 

factor 2) ce qui bloque la synthèse des protéines et entraîne la nécrose de la cellule 

(Pavlovskis et al., 1978). Enfin, ExoA active deux caspases impliquées dans l’apoptose 

(Iwa´nski et al., 2023) et la diminution de la réponse immunitaire (Schultz et al., 2000).  

VI.2.1.2.2 Les élastases LasB et LasA 

LasB, aussi appelée « pseudolysine » est une métalloprotéase zinc-dépendant de la famille 

des thermolysines (Toder et al., 1994). Dans le cytoplasme, la protéine est d’abord une 

préproélastase de 54 kDa (kiloDalton) composée d’un pré-peptide en N-terminal comme 

molécule signal, d’un propeptide et d’une élastase en C-terminal (Bever & Iglewski, 1988; 

Thayer et al., 1991). Elle traverse d’abord la membrane interne via le système Sec grâce au 

pré-peptide, qui sera dans le même temps clivé. La protéine devenue une proélastase (51 

kDa) se replie sous sa forme active grâce au propeptide que joue le rôle de chaperonne (Braun 

et al., 2001). Ce dernier est ensuite retiré par clivage auto protéolytique mais reste accroché 

de façon non covalente à l’élastase mature (33 kDa) (Kessler et al., 1988). Une fois le 

complexe sécrété par le SST2 Xcp, le propeptide, qui joue le rôle d’inhibiteur de l’élastase se 

dissocie donnant une élastase catalytiquement active (Braun et al., 1998; Kessler et al., 1988).   
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LasB joue un rôle significatif dans la virulence et la protection de la bactérie. Il a été montré 

qu’une souche délétée du gène lasB était plus sensible à la phagocytose et présentait une 

virulence diminuée (Kuang et al., 2011).  

En premier lieu, LasB dégrade l’élastine, une protéine essentielle qui donne l’élasticité à 

l’épithélium respiratoire, le collagène et la laminine ce qui perturbe les jonctions serrées 

(Azghani & Peterson, 2000; Beaufort et al., 2013; Nomura et al., 2014). Elle cible aussi le 

système immunitaire en clivant les protéines du surfactant A et D, les immunoglobulines et les 

cytokines (TNF-, IFN-, IL-6 et IL-12) (Kuang et al., 2011; Nomura et al., 2014; Saint-Criq et 

al., 2018). Elle a aussi la capacité de perturber le processus de réparation des lésions 

tissulaires en réduisant la migration cellulaire et la cicatrisation (R. A. Miller et al., 1996). Le 

processus de coagulation est aussi impacté car elle clive des facteurs de coagulation comme 

le fibrinogène et la thrombine (Casilag et al., 2015). En outre, son activité de clivage libère des 

nutriments nécessaires à la multiplication de P. aeruginosa (Everett & Davies, 2021).  

LasA est aussi une métalloprotéase zinc-dépendant. Son processus de sécrétion est similaire 

à celui de LasB (Grande et al., 2007; Toder et al., 1994). LasA est d’abord connue pour son 

activité staphylolytique qui touche les liaisons peptidiques du peptidoglycane de S. aureus 

(Kessler et al., 1993). Cette activité donne un avantage non négligeable à P. aeruginosa lors 

de la colonisation des poumons de patients atteints de mucoviscidose généralement primo-

colonisés par S. aureus. LasA est aussi impliquée dans la dégradation de l’élastine mais 

améliore surtout l’activité de LasB (Kessler et al., 1998; Peters & Galloway, 1990; Toder et al., 

1994). 

VI.2.1.2.3 CbpD et son produit de clivage LasD 

La protéine CbpD (chitin-binding protein D) se lie à un polysaccharide appelé chitine présent 

dans les parois cellulaires des mollusques, crustacés et insectes. Une fois sécrétée dans le 

milieux extracellulaire, CbpD subit plusieurs clivages par LasB pour donner à terme une 

protéine appelée LasD (Folders et al., 2000; Park & Galloway, 1995). LasD possède une 

activité staphylolytique (Folders et al., 2000) et joue un rôle dans l’activation de LasA (Park & 

Galloway, 1995). 

VI.2.1.2.4 Les phospholipases C 

L’activité enzymatique des phospholipases est garantie grâce aux ions zinc. Les trois 

phospholipases C produites par P. aeruginosa sont PlcH, PlcN et PlcB. PlcH et PlcN dégradent 

les phospholipides de façon non spécifique alors que PlcB est spécifique à la dégradation de 

phosphatidyléthanolamine. Les membranes cellulaires eucaryotes et la signalisation de l’hôte 

sont donc les cibles de ces facteurs de virulence. PlcH est largement impliquée dans la 

pathogénicité de la bactérie lors des infections pulmonaires aigues. En effet, la mutation du 
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gène induit une diminution de la virulence chez la souche PAO1. PlcH semblerait aussi agir 

en synergie avec les rhamnolipides pour dégrader les phospholipides et les jonctions serrées.    

VI.2.1.2.5 La pyocyanine  

La pyocyanine est le pigment responsable de la couleur bleu-vert de P. aeruginosa. Ce 

métabolite secondaire de la famille des phénazines est produit durant la phase stationnaire de 

croissance par une succession des réactions enzymatiques (Rada & Leto, 2013).  La 

pyocyanine possède un cycle rédox qui peut être réduit par le NADPH (nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate). La forme réduite de ce pigment réagit ensuite avec l’oxygène 

produisant des ROS (reactive oxygen s 

pecies) comme le superoxyde (O2
•-). Par dismutation, l’anion superoxyde devient du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) (Davis & Thornalley, 1983). Au contact des cellules eucaryotes, les ROS 

provoquent un stress oxydatif se traduisant, entre autres, par une oxydation des protéines et 

de l’ADN et une peroxydation des lipides. Le système immunitaire est aussi une des cibles de 

la pyocyanine via une induction de l’apoptose des neutrophiles (W. Lee et al., 2005) et une 

inhibition de la prolifération des lymphocytes (Ran et al., 2003).  

VI.2.1.3 Le système de sécrétion de type 3  

Ce système forme une aiguille qui permet l’injection de protéines directement dans le 

cytoplasme de la cellule cible eucaryote. Les SST3 ont été classés en fonction de leur cible. 

Les SST3 Ysc, InvMxi-Spa et Ssa-Esc ciblent des cellules animales tandis que deux SST3 

Hrp ciblent les cellules végétales. 

Celui de P. aeruginosa fait partie de la famille Ysc et participe très largement à sa pathogénicité 

durant l’infection aigue (A. R. Hauser, 2009). La structure et la régulation de ce système sont 

si complexes qu’elles nécessitent la transcription de 36 gènes regroupés sur 5 opérons (Frank, 

1997). La structure du SST3 est divisée en 3 parties : un corps basal, une aiguille de 60 à 80 

nm de long et 7 nm de large, et un translocon (Quinaud et al., 2005). Ce dernier, constitué de 

PopB, PopD et PcrV, forme un pore au niveau de la membrane des cellules cibles pour 

permettre l’entrée d’exotoxines appelés ExoS, ExoT, ExoU et ExoY.  

Les deux premières sont homologues (75% d’identité au niveau de leurs séquences 

protéiques) et ont une double activité. Une activité GAP (GTPase activating protein) en C-

terminal qui active les protéines G de la famille des GTPases Rho et altère le cytosquelette 

d’actine. En N-terminal, l’activité ADPRT est dépendante de la présence de FAS (factor 

activating exoenzyme S), un cofacteur eucaryote de la famille 14-3-3. Il faut noter que l’activité 

ADPRT d’ExoT ne représente que 0.2% de celle d’ExoS. L’activité ADPRT d’ExoS inhibe les 

voies de transduction des signaux et dépolymérise les filaments d’actine tandis que celle 
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d’ExoT inhibe la migration cellulaire et le phénomène d’arrondissement cellulaire (Dean, 

2011).  

L’ensemble des souches de P. aeruginosa possède le gène exoT et environ 72% d’entre elles 

possèdent en plus le gène exoS. Il a été montré qu’ExoS confère un avantage non négligeable 

dans la virulence car elle est directement impliquée dans la destruction des tissus pulmonaires 

et dans la dissémination (Shaver & Hauser, 2004). 

ExoU est considérée comme la plus cytotoxique car elle est associée à 90% à des infections 

pulmonaires sévères et à des septicémies mortelles. Son activité PLA2 (phospholipase A2) 

détruit de manière irréversible les membranes des cellules. Cette activité, lorsqu’elle touche 

les phagocytes, permet à la bactérie d’échapper au système immunitaire (Shaver & Hauser, 

2004).  

Des études menées sur des souches cliniques et environnementales, ont montré que les 

gènes exoU et exoS n’étaient quasiment jamais retrouvés dans le même génome (Feltman et 

al., 2001) En sachant qu’exoU est présent sur l’îlot de pathogénicité PAPI-2, il est supposé 

que le gène exoS est excisé pour permettre l’insertion de l’îlot (Kulasekara et al., 2006).  

ExoY via son activé adénylate cyclase, augmente la quantité de plusieurs seconds messagers 

dont l’AMPc intracellulaire. En conséquence, les filaments d’actine sont désassemblés de 

façon irréversible, les cellules se nécrosent et l’intégrité de la barrière endothéliale est 

compromise (Balczon et al., 2013; Cowell et al., 2005; Sayner et al., 2004).  

En 2015, deux nouveaux effecteurs ont été découverts : PemA et PemB (Burstein et al., 2015). 

La sécrétion de l’ensemble de ces protéines nécessite un signal environnemental qui 

correspond au contact avec les cellules cibles médié par les pili. De plus, les protéines 

possèdent un peptide signal et sont non repliées lors de leur transport. C’est pourquoi elles 

possèdent toutes une protéine chaperonne qui les maintient dans un état compétent. SpcS 

transporte ExoS et ExoT tandis que SpcU transporte ExoU (Finck-Barbançon et al., 1998; 

Gendrin et al., 2012). À ce jour, aucune chaperonne n’a été découverte pour ExoY (Teixeira-

Nunes et al., 2022). 

VI.2.1.4 Le système de sécrétion de type 5 

Parmi l’ensemble des voies de sécrétion décrites jusqu’à présent, celle utilisant le SST5 est la 

plus simple. Dans un premier temps, la protéine traverse la membrane interne par le système 

Sec puis la membrane externe par un transporteur (le SST5). Une fois sécrétées, les protéines 

restent associées à la face externe de la membrane ou sont libérées dans le milieu 

extracellulaire après clivage protéolytique. Il existe deux types de transporteurs : les auto-

transporteurs (SST5d, SST5a et SST5c) et la voie de sécrétion à deux partenaires (TPS aussi 

appelé SST5b) (Bernstein, 2019; Dautin & Bernstein, 2007; Henderson et al., 2004).  
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Concernant les protéines sécrétées par SST5a, EstA est pour le moment la seule caractérisée. 

EstA, localisée sur la face externe de la membrane externe, est importante dans la production 

de rhamnolipides, dans la mobilité et dans la formation de biofilm (Wilhelm et al., 1999, 2007). 

Un autre facteur de virulence, appelé PlpD est quant à lui sécrété par le SST5d. Il présente 

une activité lipase (Banerji & Flieger, 2004).  

Seules quelques protéines du SST5b sont actuellement caractérisées dont LepA-LepB et 

CdrB-CdrA. LepB et CdrB sont des transporteurs ancrés dans la membrane externe. LepA est 

une protéase impliquée dans les réponses inflammatoires et immunitaires tandis que CdrA 

favorise la formation de biofilm et l’auto-agrégation bactérienne en culture liquide (Borlee et 

al., 2010; Kida et al., 2008). Des précisions sur le rôle de CdrA seront apportées dans le 

chapitre 2. 

VI.2.1.5 Le système de sécrétion de type 6  

Le système de sécrétion de type 6 est le dernier découvert (Mougous et al., 2006). Comme 

pour le SST2, les protéines sont sécrétées directement dans la cellule hôte eucaryote ou 

bactérienne (Russell et al., 2014). Ainsi, posséder le SST6, donne un avantage non 

négligeable dans le cadre de la compétition bactérienne dans un environnement 

polymicrobien.  

Le SST6 est formé d’une plateforme sur laquelle vient s’appuyer une gaine contractile, elle-

même située au sein d’un complexe transmembranaire. La gaine se rétracte au sein du tube 

à l’image d’un arc tendu avec une flèche puis est propulsée en direction de la cellule cible pour 

transloquer les protéines (Russell et al., 2014; Zoued et al., 2014).  

Chez P. aeruginosa, 3 loci codent les composants de ce système : H1-SST6, H2-SST6 et H3-

SST6 (Hood et al., 2010; Mougous et al., 2006). Le H1-SST6 est aujourd’hui très bien connu 

contrairement aux H2-SST6 et H3-SST6. Les protéines Hcp (hemolysin coregulated protein) 

et Vgr (valine-glycine repeat protein) sont à la fois, les éléments structuraux qui forment 

respectivement la gaine et la pointe perforante et les effecteurs de ce système.  

Trois protéines nommées Tse1, Tse2 et Tse3 provenant de H1-SST6, ont pour cibles les 

bactéries concurrentes. Tse1 et Tse3 sont des amidases qui dégradent le peptidoglycane, et 

Tse2 bloque la croissance des bactéries par son action bactériostatique (Whitney et al., 2014). 

D’autres effecteurs, cette fois ci codés par le H2-SST6, ciblent les cellules eucaryotes comme 

VgrG2b. Il semble remodeler le pôle apical des cellules via l’actine pour garantir la colonisation 

de P. aeruginosa (Sana et al., 2015).   

Enfin, l’effecteur PldB, codé par le H3-SST6, cible le périplasme des bactéries concurrentes 

(Jiang et al., 2014). 
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Le SST6 est en étroite collaboration avec le SST3 pour réguler à la fois les réponses de l’hôte 

(apoptose et réponse inflammatoire) et celles des bactéries (colonisation, mobilité, formation 

de biofilm et compétition bactérienne). L’alternance d’activité entre le SST3 et SST6 est 

directement contrôlée par RtcB, un régulateur de la traduction impliqué dans la colonisation et 

la pathogénicité de P. aeruginosa (Dadashi et al., 2021).  

Le SST6 est donc un puissant système utilisé par la bactérie pour éradiquer les bactéries 

concurrentes mais aussi les cellules eucaryotes dans le but de garantir sa colonisation.  

VI.2.2  Les sidérophores pour la capture du fer 

Le fer est un nutriment indispensable à la croissance de P. aeruginosa. Il lui est donc 

nécessaire de puiser dans une source riche ou contenant du fer pour répondre à ses besoins. 

Les liquides physiologiques de l’hôte comme l’hème en sont riches. En revanche, ce fer est lié 

à des protéines chélatrices comme les transferrines et les lactoferrines qui le rendent très peu 

soluble et donc difficile d’accès. Pour rivaliser avec ces protéines chélatrices et capturer ce 

fer, P. aeruginosa a développé différents mécanismes dont la production de sidérophores.  

Les sidérophores sont des petites molécules libérées dans le milieu extracellulaire qui, en se 

chélatant au fer, forme un complexe qui sera ensuite reconnu par les récepteurs de la 

membrane externe de la bactérie. P. aeruginosa sécrète deux sidérophores : la pyochéline et 

la pyoverdine. La pyoverdine possède nettement plus d’affinité pour le fer que la pyochéline. 

La pyoverdine, de couleur jeune-vert, est sécrétée par une pompe d’efflux nommée PvdRT-

OpmQ. Cette sécrétion est consommatrice d’énergie, c’est pourquoi elle n’intervient que lors 

d’une forte carence en fer (Figure 11).  

Le complexe pyoverdine-fer, interagit avec les récepteurs FpvA et FpvB pour traverser la 

membrane externe. Dans le périplasme, le complexe est transporté par FpvC et l’ion ferrique 

est réduit par une réductase de la membrane interne appelée FpvG. Son activité est d’ailleurs 

maximale en présence de FpvH, FpvJ et FpvK. Récemment, il a été montré que l’ensemble 

de ses protéines forme un « méga complexe » qui participe à la réduction du fer. Après la 

réduction, l’ion ferreux, toujours complexé à la pyoverdine est transporté jusqu’à FpvDE, un 

ABC transporteur qui permet le passage de cet ion dans le cytoplasme. Enfin, la pyoverdine 

est transportée par FpvF jusqu’à la pompe d’efflux PvdRT-OpmQ pour être réutilisée.  
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Figure 11 | Mécanisme de capture du fer par la pyoverdine et régulation des gènes associés. 

(Schalk & Perraud, 2022).  

 

L’interaction entre l’ion et FpvA, change la conformation de l’anti-sigma FpvR ce qui libère 

deux facteurs sigma nommés PvdS et FpvI. Les facteurs sigma/anti-sigma chez les bactéries 

peuvent être comparés à des boutons ON/OFF. Si les facteurs sigma sont emprisonnés avec 

leur anti-sigma alors la transcription des gènes associés n’a pas lieu. À l’inverse, si le facteur 

sigma est libre, il active la transcription des gènes. Les facteurs sigma sont impliqués dans de 

nombreuses voies métaboliques dont la virulence, le biofilm, la détection de signaux 

environnementaux, l’antibiorésistance ou encore l’adaptation. Les facteurs sigma PvdS et FpvI 

activent la transcription des gènes en rapport avec la capture du fer comme fpvA et les gènes 

de biosynthèse de la pyoverdine mais aussi certains codant des facteurs de virulence comme 

l’exotoxine A (Schalk & Perraud, 2022).  

VI.3 La dissémination épithéliale et systémique 

La dissémination à travers l’épithélium se fait très rarement par internalisation de la bactérie 

bien que quelques études aient montré que P. aeruginosa pouvait s’internaliser (A. R. Hauser 

et al., 1998; Kroken et al., 2022; Malet et al., 2022; Plotkowski et al., 1999; Sana et al., 2012, 

2015). 

En 2016, Golovkine et son équipe sont les premiers à observer les phénomènes de 

propagation bactérienne par microscopie en temps réel (Golovkine et al., 2016). Dans un 

premier temps, les bactéries adoptent une propagation paracellulaire c’est-à-dire une 

migration du côté apical vers le côté basal des cellules. Cette migration mobilise les pili, le 
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flagelle et le SST3 pour dégrader progressivement les jonctions serrées. Les bactéries, une 

fois arrivée au côté basal, effectuent un déplacement radial c’est à dire sous la couche de 

cellules. L’injection de toxines, par le SST3 provoquent une rétractation et un détachement 

des cellules favorisant la propagation rapide des bactéries. Les bactéries forment des 

« radeaux » sous la couche cellulaire et se déplacent de façon synchronisée grâce à leurs pili. 

Cette étude a aussi montré qu’il suffit du passage d’une seule bactérie par une brèche pour 

que toutes les autres bactéries suivent massivement le même chemin jusqu’à la destruction 

de l’épithélium.  

L’épithélium sérieusement endommagé par tous ces facteurs de virulence devient la porte 

d’entrée de la bactérie pour atteindre la circulation sanguine. La dissémination sanguine est 

une infection généralisée appelée septicémie qui peut provoquer un choc endotoxinique 

menant au coma puis à la mort du patient. 

Dans les infections systémiques, P. aeruginosa pénètre principalement par l'épithélium des 

alvéoles pulmonaires. Les cellules qui composent l'épithélium alvéolaire ont une prolifération 

lente, alors que dans un épithélium blessé, cette prolifération s’accélère pour permettre le 

remplacement des cellules blessées (Guillot et al., 2013). Cette situation est alors favorable à 

la pénétration de P. aeruginosa dans la muqueuse.  

Dans un contexte infectieux, P. aeruginosa se retrouve très rapidement confrontée au système 

immunitaire. Pour envahir rapidement le tissu et inactiver le système immunitaire, les bactéries 

doivent donc collaborer. Les facteurs de virulence ne sont donc pas sécrétés aléatoirement 

mais à un moment précis pour maximiser leur impact sur les cellules. Cette régulation se fait 

par un système de communication bactérien sophistiqué appelé le QS (quorum sensing).  

VII. La régulation des facteurs de virulence par le quorum sensing  

Le QS est un système de communication bactérien basé sur la détection de la densité 

cellulaire (Smith & Iglewski, 2003). Cette communication permet à l’ensemble de la population 

bactérienne de répondre en même temps aux changements environnementaux afin de 

s’adapter continuellement (sensing). La communication se fait grâce à la sécrétion de petites 

molécules signal diffusibles dans le milieu extérieur, appelées des auto-inducteurs (AI). 

Chacune des bactéries constituant la population sécrète ces AI, leurs concentrations reflètent 

donc la densité cellulaire bactérienne (Smith & Iglewski, 2003). Lorsque la densité cellulaire 

atteint un certain seuil, appelé le quorum, les AI pénètrent dans le cytoplasme et par des 

cascades de régulation coordonnent les réponses bactériennes. 

Il existe quatre systèmes de QS chez P. aeruginosa : Las, Rhl, PQS et IQS (J. Lee & Zhang, 

2015; Smith & Iglewski, 2003; Thi et al., 2020; Turkina & Vikström, 2019). Ils régulent 
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l’expression d’environ 10% du génome de P. aeruginosa (Deep et al., 2011). Ces systèmes 

sont composés de deux protéines : une auto-inducteur synthase qui produit les AI et un 

régulateur de la transcription. 

Les auto-inducteurs synthases LasI, RhlI, PqdABCDH et IQS produisent leur AI respectif : le 

N-3-oxo-dodecanoyl-L-homoserine lactone (3-O-C12-HSL), le N-butyryl-L-homoserine lactone 

(C4-HSL), le 2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone (PQS) et le 2-(2-hydroxyphenyl) -thiazole-4-

carbaldehyde (IQS).  

Ces systèmes sont interconnectés et sont activés en cascade dont, en premier le système Las 

(Figure 12). Les systèmes Las et Rhl sont activés en début de phase exponentielle de 

croissance alors que le système PQS et IQS sont activés en fin de phase exponentielle de 

croissance (Y. Choi et al., 2011).  

 

Figure 12 | Hiérarchie des systèmes de QS et régulation des facteurs de virulence associés. 
Les quatre systèmes de QS sont activés en réponse à la densité cellulaire et aux stimuli 

environnementaux, grâce au quatre AI synthases : LasI, RhlI, PqsABCDH et AmbBCDE. Elles 

produisent respectivement le 3-O-C12-HSL, le C4 -HSL, le PQS et le IQS. Les boucles d’auto-induction 

sont représentées par des flèches rouges. Les produits régulés par ces systèmes et plus largement les 

processus cellulaires sont aussi indiqués. CM : membrane cytoplasmique (interne) ; OM : membrane 

externe (Thi et al., 2020).  

Une fois le quorum atteint, l’AI 3-O-C12-HSL produit par LasI forme un complexe avec le 

régulateur transcriptionnel LasR. Ce complexe régule positivement la transcription de lasI, 
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créant ainsi une boucle d’auto-induction (Seed et al., 1995). Ce complexe, 3-O-C12-HSL/LasR, 

active aussi la transcription de rhlR/rhlI et de pqsR/pqsABCDH.  

De la même façon, l’AI C4-HSL produit par RhlI forme un complexe avec le régulateur 

transcriptionnel RhlR. Ce complexe régule positivement la transcription de rhlI créant aussi 

une boucle d’auto-induction (Winson et al., 1995).  

Concernant le système PQS, l’AI PQS produit par PqsABCDH forme un complexe avec le 

régulateur transcriptionnel PqsR. Ce complexe active la transcription des gènes pqsABCDH, 

rhlI et rhlR (Mcknight et al., 2000). À son tour, RhlR régule négativement pqsR et pqsABCDH.  

La découverte du système IQS étant récente, son régulateur transcriptionnel est encore 

inconnu mais il semble activer la transcription du gène pqsR (Meng et al., 2020). De plus, l’AI 

synthase nommée AmbBCDE semble aussi intervenir dans la voie de biosynthèse de la 

pyochéline (Trottmann et al., 2019; L. Ye et al., 2014). 

Les systèmes de QS régulent de nombreux gènes de virulence comme les élastases LasA et 

LasB, la pyoverdine et les phospholipases. Le QS est donc impliqué dans de nombreux 

comportements sociaux importants dans l’évolution d’une infection, comme la capture de 

nutriments, la cytotoxicité ou encore les interactions hôte-pathogène. 

Les systèmes de QS s’avèrent aussi essentiels à la formation de biofilm. En clinique, la 

formation de biofilm ne correspond plus à une infection aigue mais à une infection chronique. 

Il est possible de trouver chez un patient infecté d’abord une infection aigue qui va se 

transformer ensuite en une infection chronique et inversement. En revanche, les mécanismes 

cellulaires mis en jeu lors de ces deux infections sont différents. Pour « jongler » rapidement 

entre ces deux types d’infections, P. aeruginosa possède des réseaux de régulation 

complexes. 

 

Ces réseaux de régulation et les biofilms de P. aeruginosa font l’objet du chapitre 2.  
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Chapitre 2 : Les biofilms de P. aeruginosa 

 

Les premières heures d’hospitalisation d’un patient victime d’une infection aigue à P. 

aeruginosa sont cruciales. La prise en charge commence généralement par la prescription 

d’une combinaison d’antibiotiques afin de maximiser les chances d’éradication de la bactérie 

et éviter ainsi l’apparition d’infections chroniques récalcitrantes.  

Les biofilms de P. aeruginosa amènent des complications dans environ 90% des infections 

chroniques liées aux plaies. En 2009, les États-Unis comptaient environ 6,5 millions de 

patients chroniquement infectés au niveau des plaies, ce qui représentait un coût annuel 

d’environ 25 milliards de dollars (Sen et al., 2009).  

P. aeruginosa est connue pour sa facilité à former des biofilms robustes. C’est d’ailleurs un 

mode de vie qu’elle adopte prioritairement aussi bien dans l’environnement qu’en cas 

d’infections (Donlan, 2002). En effet, lorsqu’elles sont isolées, les bactéries, sont plus 

sensibles aux antibiotiques et sont sujettes à la phagocytose. Le mode de vie biofilm aussi 

appelé sessile, leur garantit de plus grandes chances de survie face aux environnements 

hostiles (carences en nutriments ou faible teneur en oxygène), aux traitements antibiotiques 

et aux défenses immunitaires de l’hôte. Ainsi, en comparaison avec leurs congénères 

planctoniques, les bactéries en biofilm sont beaucoup plus résistantes lors d’une exposition 

aux antibiotiques (Lewis, 2001). 

Les biofilms sont décrits comme des agrégats complexes, formés par une ou plusieurs 

espèces microbiennes (bactéries, levures) attachées sur une surface biotique ou abiotique 

(Donlan, 2002). Ces microorganismes sont immobilisés dans une matrice extracellulaire 

sécrétée par ces mêmes micro-organismes. Les biofilms multi-organismes sont prédominants 

dans l’environnement tandis que les biofilms mono-organismes sont le plus souvent associés 

aux infections (O’toole et al., 2000)  

La transition d’un mode de vie planctonique à un mode de vie biofilm est un processus 

complexe qui fait intervenir plusieurs mécanismes de régulation. L’identification des acteurs 

de ces mécanismes est d’ailleurs une des stratégies pour trouver de nouvelles cibles afin de 

lutter contre les biofilms. Il faut noter que la transition d’un mode de vie planctonique vers un 

mode de vie biofilm est réversible à tout moment. Les mécanismes décrits ci-dessous régulent 

donc à la fois la transition planctonique-biofilm mais aussi la transition biofilm-planctonique.   
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I. Les réseaux de régulation favorisant la transition de la vie planctonique 
vers la vie biofilm chez les bactéries   

Ces réseaux de régulation s’effectuent à des niveaux transcriptionnels, post-transcriptionnels 

et post-traductionnels. Ils activent l’expression des gènes favorisant l’adhésion et la sécrétion 

de la matrice tandis qu’ils répriment l’expression des gènes impliqués dans la mobilité et la 

virulence.  

Ces réseaux de régulation comprennent notamment le QS, les petits ARNs non codant 

(ARNnc) et le second messager c-di-GMP (di-guanosine monophosphate cyclique). 

I.1 Le quorum sensing  

La formation du biofilm requiert une coordination de l’expression génétique de l’ensemble de 

la population bactérienne à un temps donné. Pour cela, le QS est déterminant car son 

activation est dépendante de la densité bactérienne.  

Les systèmes Las, Rhl et PQS régulent de nombreux gènes impliqués dans la formation de 

biofilm comme ceux responsables de la production des rhamnolipides (Diggle et al., 2003; 

Pearson et al., 1997), du Pel (Sakuragi & Kolter, 2007), des lectines (Diggle et al., 2006; 

Passos da Silva et al., 2019) et de l’ADN extracellulaire (ADNe) (Allesen-Holm et al., 2006). 

Les rôles de ces composants dans le biofilm seront abordés dans ce chapitre. 

I.2 La régulation par les petits ARNs non codants (ARNnc) 

Les ARNnc sont largement impliqués dans la réponse à différent stress environnementaux 

comme la carence en nutriments, l’hypoxie, l’exposition aux antibiotiques ou encore une forte 

salinité (Hoe et al., 2013; Holmqvist & Wagner, 2017; Svensson & Sharma, 2016), stress 

connus pour favoriser la formation de biofilm.  

Les ARNnc peuvent réguler négativement et positivement la traduction des ARNm (ARN 

messagers). Pour cela, ils se fixent en amont de l’ARNm, sur une séquence complémentaire 

appelée « ribosome binding site ». Cette fixation modifie l’accessibilité aux RNAases et au 

ribosome modifiant ainsi l’expression de l’ARNm cible (Thomason & Storz, 2010; Waters & 

Storz, 2009). Cette fixation est généralement stabilisée par une protéine chaperonne appelée 

Hfq (Valentin-Hansen et al., 2004).  

Les ARNnc sont aussi capables d’interagir directement avec les protéines cibles altérant leurs 

fonctions et/ou, leurs conformations et masquant leurs sites de fixation à d’autres acides 

nucléiques (Tsui et al., 1994). Les ARNnc sont donc capables de « reprogrammer » le 

métabolisme de la bactérie et de favoriser ou inhiber la formation de biofilm selon les cibles 

(Chambers & Sauer, 2013; Martínez et al., 2014). 
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Plusieurs ARNnc ont été identifiés chez P. aeruginosa. La souche PAO1 en possède 573 dont 

149 annotés et 117 expérimentalement validés tandis que le souche PA14 en compte 233 

dont 136 annotés et 66 expérimentalement validés. Entre les deux souches, 126 sont en 

commun bien que des études in silico supposent que ce nombre serait en réalité bien plus 

élevé  (Gómez-Lozano et al., 2015; Mikkelsen, McMullan, et al., 2011). Ces chiffres 

proviennent de la base de données BSRD (L. Li et al., 2013).  

Les ARNnc SrbA et RgsA sont respectivement surexprimés dans les biofilms de PA14 et de 

PAO1. Bien que leur mécanisme d’action reste encore à préciser, ils jouent un rôle dans la 

régulation de la mobilité de type swarming, dans la synthèse de pyocyanine et dans la 

formation de biofilm (Lu et al., 2016; Taylor et al., 2017). 

L’ARNnc ErsA, impliqué dans la réponse aux stress d’enveloppe, réprime l’expression du gène 

algC qui code l’enzyme AlgC impliquée dans la biosynthèse d’alginate, de Pel, de Psl, du LPS 

et des rhamnolipides, tous essentiels dans la formation de biofilm (Ferrara et al., 2020; 

Sohlenkamp et al., 2018).  

D’autres ARNnc nommés RsmY et RsmZ sont très largement impliqués dans la régulation du 

mode de vie de P. aeruginosa. Leur fonctionnement est abordé dans la Revue bibliographique 

– Chapitre 2 – Section I.4.  

I.3 Le second messager c-di-GMP 

La molécule c-di-GMP est une molécule ubiquitaire retrouvée dans de nombreuses espèces 

bactériennes. Elle s’est révélée être un acteur central dans de nombreux comportements 

bactériens comme l’invasion cellulaire ou l’échappement au système immunitaire de l’hôte. Un 

très grand nombre d’études ont permis de décortiquer les voies de signalisations et les acteurs 

mis en jeu (Figure 13), permettant d’établir clairement le lien entre le c-di-GMP et la formation 

de biofilm. Les cibles du c-di-GMP sont régulées positivement ou négativement à des niveaux 

post-transcriptionnels. 
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Figure 13 | Réseaux des voies de régulation par le c-di-GMP impliquées dans la formation de 
biofilm chez P. aeruginosa. 
L’élévation de la quantité de c-di-GMP est le déterminant clé dans la transition planctonique-biofilm. Les 
changements environnementaux sont perçus par différents réseaux protéiques membranaires : les 
systèmes à deux-composants (rectangles marrons/verts), le système chémorécepteur (orange) et 
d’autres récepteurs (situés à gauche). Le signal est transmis par des cascades de phosphorylations 
(petits cercles rouges) ou par des interactions protéine-protéine. Ce signal active les diguanylates 
cyclases (avec des motifs GGDEF) (rectangles rouges qui métabolise le c-di-GMP à partir de 2 
molécules de GTP (guanosine-5′ -triphosphate). Les protéines senseur de c-di-GMP agissent comme 
récepteurs et effecteurs pour répondre spécifiquement au signal perçu. Le réseau de régulation 
LadS/RetS/GacS/GacA/RsmA joue un rôle clé dans la transition planctonique-biofilm (Matar et al., 
2017).  

 

Le déterminant majeur est la quantité de c-di-GMP présent dans la cellule. En effet, lorsqu’il 

est présent en grande quantité c’est la formation de biofilm qui est privilégiée, tandis que la 

mobilité est réprimée. Le niveau de c-di-GMP est régulé par deux groupes de protéines. Le 

premier groupe contient les DGC (diguanylates cyclases) qui contiennent un motif GGDEF et 

les phosphodiestérases qui contiennent un motif EAL ou HD-GYP. Les DGC et les 

phosphodiestérases à motif EAL métabolisent le c-di-GMP tandis que les phosphodiestérases 

à motif HD-GYP le dégradent (Römling et al., 2013; Valentini & Filloux, 2016). Les DGC et les 

phosphodiestérases contrôlent le niveau de c-di-GMP en fonction des stimuli 

environnementaux (Ryan et al., 2006). Le second groupe est composé de protéines senseur 

de c-di-GMP qui agissent directement sur la transcription des gènes en tant qu’effecteur ou 

par interaction protéique pour répondre au stimulus perçu précédemment (Römling et al., 

2013).  
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Le c-di-GMP est essentiel à la polymérisation de l’alginate (Remminghorst & Rehm, 2006) qui 

est le polysaccharide majoritaire de la matrice des biofilms formés par les souches mucoïdes 

de P. aeruginosa. Pour garantir cette polymérisation, c’est la protéine membranaire MucR, en 

réponse au nitrate perçu, qui synthétise le c-di-GMP (I. D. Hay et al., 2009; Wang et al., 2015).  

Le c-di-GMP est aussi essentiel à la synthèse du Psl et du Pel qui sont aussi des 

polysaccharides de la matrice du biofilm. Dans ce cas, ce sont les DGC SadC et RoeA qui 

métabolisent le c-di-GMP. Ce c-di-GMP a deux modes d’action. Il peut former un complexe 

avec PelD, située dans la membrane interne, permettant la sécrétion de Pel, ou il peut aussi 

former un complexe avec FleQ. FleQ en tant que régulateur transcriptionnel active la 

biosynthèse du flagelle et réprime l’expression des gènes pel et psl. Le c-di-GMP en formant 

un complexe avec FleQ, bloque son activité. En conséquence la biosynthèse du flagelle n’est 

plus activée et la répression des gènes psl et pel est levée (Baraquet et al., 2012; V. T. Lee et 

al., 2007a). 

Le système chémosenseur Wsp de P. aeruginosa permet de sentir les stress mécaniques 

membranaires notamment lors de l’attachement sur une surface. Le stimulus perçu engendre 

une cascade de phosphorylations qui active la DGC WspR (Güvener & Harwood, 2007; 

Hickman et al., 2005; Huangyutitham et al., 2013). 

I.4 Le réseau Gac/Rsm 

Chez P. aeruginosa, la cascade de signalisation majoritaire régulant le mode de vie adoptée 

par la bactérie est le réseau Gac/Rsm. Cette cascade regroupe plusieurs acteurs moléculaires 

dont les ARNnc RsmY/RsmZ, la protéine RsmA et le système à deux composants GacA/GacS 

(Mikkelsen, Sivaneson, et al., 2011; Mulcahy, O’callaghan, et al., 2008; Pita et al., 2018) 

(Figure 14).  

La protéine RsmA est le régulateur traductionnel central de ce système. Pour réprimer la 

traduction, elle entre en compétition avec le ribosome en l’empêchant de se fixer sur le site de 

fixation au ribosome. Il a aussi été montré que RsmA utilisait ce même mécanisme pour activer 

l’expression des gènes.  
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Figure 14 | Le réseaux Gac/Rsm impliqué dans la transition réversible planctonique-biofilm chez 
P. aeruginosa. 
RsmA se fixe sur les promoteurs de plusieurs gènes, favorisant la mobilité et la virulence et réprimant 
la formation de biofilm. La phosphorylation de GacA par GacS active la production des petits ARNnc 
RsmZ et RsmY. Ils se fixent sur RsmA, libérant le promoteur des gènes associés à la formation de 
biofilm et réprimant les gènes associés à la virulence et à la mobilité. LadS active la production de RsmZ 
et RsmY, tandis que RetS forme un complexe avec GacS ce qui inhibe la production de RsmZ et RsmY 
(Nadal Jimenez et al., 2012). 

 

En conditions non inductrices c’est-à-dire sans stimulus extérieur, RsmA active la traduction 

des ARNm des gènes du SST3 et de la mobilité tandis qu’elle réprime la traduction des ARNm 

des gènes associés à la formation de biofilm comme pel et psl (Brencic & Lory, 2009; Irie et 

al., 2012). En conditions inductrices, après réception d’un signal environnemental, l’histidine 

kinase GacS s’autophosphoryle et phosphoryle à son tour le régulateur de réponse GacA. 

GacA phosphorylée active la transcription des gènes codant les ARNnc RsmY/RsmZ 

(Valentini & Filloux, 2016).  

Ces derniers, fortement affins avec RsmA, la séquestrent. La séquestration de RsmA permet 

la traduction des ARNm de Pel et Psl car le site de fixation du ribosome est libéré. 
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Parallèlement, RsmA étant séquestrée, la traduction des ARNm des gènes du SST3 et de la 

mobilité n’est plus activée (Janssen et al., 2018; Kay et al., 2006; O’Callaghan et al., 2011).    

Ce système est finement contrôlé par deux protéines : LadS (lost adherence sensor) et RetS 

(regulator of exopolysaccharide and type III secretion). LadS agit en parallèle de GacS et 

contrôle positivement l’expression du Pel et négativement l’expression du SST3 (Ventre et al., 

2006). RetS inhibe l’autophosphorylation de GacS par interaction directe, favorisant la vie 

planctonique (Goodman et al., 2009). 

L’ensemble de ces systèmes sont interconnectés et sont en synergie pour moduler le mode 

de vie de P. aeruginosa. C’est le cas par exemple du réseaux Gac/Rsm qui régule aussi la 

concentration de c-di-GMP. En effet, en conditions non inductrices, RsmA est libre et inactive 

les DGC nommées SadC et SiaD. Comme les DGC sont bloquées, la concentration en c-di-

GMP reste basse, favorisant un mode de vie planctonique. En réponse à un stimulus, RsmA 

est séquestrée, libérant SadC et SiaD qui peuvent métaboliser le c-di-GMP et favoriser le 

mode de vie biofilm.   

Le cas de l’ARNnc PhrS et du système de QS est un autre exemple d’interconnexion. En effet, 

PhrS interagit avec le site de fixation du ribosome de l’ARNm de la protéine PqsR du système 

de QS PQS, augmentant ainsi la quantité d’AI (Sonnleitner et al., 2011).  

Ces réseaux de régulation sont non seulement impliqués dans la transition planctonique-

biofilm et inversement mais sont aussi exprimés à des niveaux différents tout au long du cycle 

de développement du biofilm.  

Le développement du biofilm est un processus en plusieurs étapes allant de l’attachement de 

cellules isolées sur une surface jusqu’à la dispersion d’agrégats bactériens dans 

l’environnement. Les cellules utilisent le c-di-GMP comme point de passage pour franchir 

toutes les étapes de ce processus. Le c-di-GMP leur permet aussi de revenir à un état 

planctonique à tout moment si nécessaire (Römling et al., 2013).  

II. L’infection chronique liée au cycle de vie du biofilm 

Les biofilms de P. aeruginosa sont retrouvés dans des niches écologiques variées. Ils peuvent 

se former sur des surfaces abiotiques comme la surface d’un matériel médical implantable ou 

intubable, d’un réseau de canalisations et sur des surfaces biotiques comme les organes, les 

tissus, les cellules, les feuilles, le système racinaire (etc..). Ainsi toute surface colonisée par 

P. aeruginosa est susceptible d’être une source de contamination du milieu environnant.   

Le cycle de vie du biofilm de P. aeruginosa est décrit en 5 étapes : 1) l’adhésion réversible, 2) 

l’adhésion irréversible, 3) la formation de microcolonies, 4) la maturation et 5) la dispersion 

(Figure 15). 
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Figure 15 | Les étapes de formation du biofilm. 
Ces phénomènes peuvent apparaitre en continu ou simultanément avec des repères spatiaux temporels 
plus ou moins précis (Krsmanovic et al., 2021).  

 

II.1 L’adhésion réversible puis irréversible  

Pour que l’adhésion ait lieu, il faut que les bactéries rencontrent dans un premier temps une 

surface. Les bactéries libres dans leur environnement sont transportées vers cette surface soit 

de façon passive par sédimentation, par des mouvements brownien (aléatoires et incessants) 

ou par des forces hydrodynamiques du fluide environnant, soit de façon active par les 

mouvements propres des bactéries (Katsikogianni et al., 2004).  

L’adhésion bactérienne se décompose en deux étapes. La première étape est réversible et 

fait intervenir des forces physico-chimiques, attractives ou répulsives, entre les bactéries et la 

surface. Le contact entre les bactéries et la surface est réalisé par des liaisons chimiques 

faibles et non covalentes de type Van der Waals, de Lewis ou électrostatiques (Renner & 

Weibel, 2011) (Figure 16 et Figure 17).  
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Figure 16 | Les forces mises en jeu lors de l’étape d’adhésion réversible. 

À une distance >50nm l’adhésion est influencée par les interactions de Van der Waals. Entre 10 nm et 
20 nm, les répulsions électrostatiques peuvent favoriser ou empêcher l’adhésion. À une distance < 1.5 
nm l’adhésion cellule-surface est complète grâce aux interactions entre les groupes hydrophobes  
(Krsmanovic et al., 2021). 

 

Compte-tenu des forces mises en jeu, la nature acido-basique, la présence de charges, 

l’hydrophobicité et la topologie de la surface influencent le processus d’adhésion. Une surface 

rugueuse irrégulière avec une forte porosité facilite l’adhésion des bactéries à l’inverse d’une 

surface lisse qui augmente les forces de cisaillement (Scheuerman et al., 1998).  

Lorsque la surface manque de propriétés adhésives, les bactéries sécrètent des molécules 

qui vont conditionner la surface. Ces molécules sont appelées des biosurfactants. Chez P. 

aeruginosa, les biosurfactants majoritaires sont les rhamnolipides (H.-C. Flemming & 

Wingender, 2010; Ron & Rosenberg, 2001; Y. D. N. Tremblay et al., 2014).  

L’environnement dans lequel se trouve les bactéries a aussi une influence sur l’adhésion. La 

température, le pH, la force ionique, le flux, le temps d’exposition, la présence d’antibiotique 

et la concentration bactérienne sont autant de facteurs qui impactent les propriétés de surface 

et/ou l’expression des structures membranaires utiles à la bactérie pour adhérer (Bunt et al., 

1993). 

Si les conditions sont favorables au développement du biofilm, l’adhésion devient alors 

irréversible car les liaisons précédemment formées sont consolidées par les appendices des 

bactéries (Figure 17). Sinon, les bactéries peuvent quitter la surface pour retourner à l’état 

planctonique.  
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Figure 17 | L’adhésion réversible et irréversible et les acteurs mis en jeu. 
(I) Le flagelle permet à la bactérie d’accéder à la surface. (I) Adhésion réversible médiée par les 
propriétés physico-chimiques. (IIa) Adhésion irréversible médiée par les appendices de la bactérie. (IIb) 
Contact physique entre la membrane bactérienne et la surface (Krsmanovic et al., 2021).  

 

Le flagelle permet à la bactérie de se rapprocher de la surface par un déplacement de type 

swimming dans un l’environnement liquide ou de type swarming dans un environnement semi-

solide. Le flagelle participe aussi à l’adhésion sur les cellules épithéliales. Chez la souche 

PAO1, la protéine FliD, qui compose la coiffe du flagelle, reconnait le récepteur MUC1 des 

protéines du mucus pulmonaire appelées mucines (Haiko & Westerlund-Wikström, 2013).  

Il a aussi été montré que les pili de type IV participent à l’adhésion avec deux formes modifiées 

du LPS. Ces modifications touchent particulièrement la chaîne polysaccharidique-O et se font 

sous l’influence des conditions environnementales, afin, pour la bactérie, de s’adapter à tous 

types de surface. La première forme modifiée de LPS induit une augmentation de 

l’hydrophobicité de la membrane, facilitant l’adhésion sur des surfaces hydrophobes. La 

seconde modification diminue cette hydrophobicité pour faciliter l’adhésion sur des surfaces 

hydrophiles (Makin & Beveridge, 1996). 

Durant l’adhésion, une fine régulation de la mobilité est effectuée. En effet le flagelle permet 

une mobilité en milieu liquide, adaptée au mode de vie planctonique. Suite à l’adhésion, ce 

sont les pili de type IV qui prennent le relais pour une mobilité de type twitching, qui convient 

mieux à l’exploration d’une surface solide (Klausen, Heydorn, et al., 2003; O’Toole & Kolter, 

1998). La mobilité de type twitching est 100 fois moins rapide que la mobilité de type 

swimming, et impose que les cellules soient en contact les unes avec les autres (Semmler et 

al., 1999). 

Lors d’une infection, les forces exercées sur le biofilm, peuvent le décrocher de son support. 

Ainsi, chez les patients atteints de mucoviscidose sous thérapie par inhalation, les lectines 

LecA et LecB renforceraient l’adhésion des bactéries sur l’épithélium respiratoire (Mewe et al., 

2005). Il est tout de même important de nuancer cette hypothèse. En effet, une autre étude a 

montré que 95% des bactéries ne sont pas adhérées à la surface épithéliale mais forment des 
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agrégats en suspension dans le mucus (McCarthy et al., 2014). Ces agrégats sont appelés 

des « microcolonies flottantes ».  

II.2 La formation de microcolonies et la maturation 

Lorsque la monocouche de bactéries est correctement établie sur la surface, celles-ci 

commencent à former des structures appelées microcolonies et s’entourent progressivement 

d’une matrice extracellulaire. Les microcolonies continuent de croitre jusqu’à former de larges 

agrégats, appelés macrocolonies. Tout au long de cette phase de maturation, des 

changements physiologiques surviennent chez les bactéries comme la résistance aux stress 

et aux antibiotiques.  

Ces différentes étapes sont contrôlées par le QS. Ainsi, des mutants privés des systèmes de 

QS Las et Rhl, forment des biofilms fins, moins structurés et plus sensibles aux antibiotiques 

(Nelson et al., 2009). 

La structure 3D du biofilm mature varie selon les sources de carbone présentes dans 

l’environnement. En présence de glucose, les biofilms de la souche PAO1 présentent des 

structures très hétérogènes en forme de champignons. En présence de citrate, les biofilms 

sont homogènes et plats (Klausen, Heydorn, et al., 2003) (Figure 18). 

   

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figure 18 | Structure des biofilms de P. aeruginosa selon les sources de carbone. 

Observation en microscopie confocale des biofilms de 5 jours formés par la souche PAO1 en milieu 
glucosé (A) ou en présence de citrate (B) (Klausen, Heydorn, et al., 2003). 

 

La formation de la matrice est un processus dynamique qui dépend de l’accessibilité aux 

nutriments, de la synthèse et de la sécrétion de matériel extracellulaire, et également du stress 

environnemental. Bien que, la production de cette matrice ait un coût énergétique conséquent 

pour les bactéries, sa présence est vitale d’un point de vue structurel et physicochimique. En 

effet, outre son rôle protecteur, la matrice sert « d’échafaudage » pour supporter les structures 

20 µm 10 µm 
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3D du biofilm. Elle facilite aussi la communication entre les cellules et régule l’accessibilité aux 

nutriments (Liao et al., 2013).  

La matrice, composée à plus de 97% d’eau, contient des composés solubles comme les 

polysaccharides gélifiés ou EPS, des rhamnolipides, des protéines et de l’ADN extracellulaire 

(ADNe) (H.-C. Flemming & Wingender, 2010) et des composés insolubles comme la cellulose 

(Serra et al., 2013) et les appendices bactériens (Hobley et al., 2015). Les rôles majeurs de 

ces composants sont de soutenir et d’apporter de la rigidité à la structure du biofilm et de 

faciliter les interactions et la communication entre les bactéries. 

Au sein de cette matrice se trouve aussi des nombreux pores et canaux entre les 

macrocolonies (Karimi et al., 2015) . Ce « réseau d’irrigation » permet aux liquides et 

nutriments de circuler dans le biofilm (Wilking et al., 2013). 

II.2.1  Les exopolysaccharides 

Les EPS déterminent l’architecture du biofilm. Ils organisent spatialement les microcolonies 

au sein de la matrice (Neu & Lawrence, 2015) et sont aussi impliqués dans la stabilité du 

biofilm (Persat et al., 2015). 

Le Pel, le Psl et l’alginate sont les trois EPS sécrétés par P. aeruginosa.  

 

II.2.1.1 L’alginate 

L’alginate est responsable de l’apparition du phénotype mucoïde chez certains isolats 

cliniques. Ces souches mucoïdes, particulièrement pathogènes, présentent une surproduction 

d’alginate et sont retrouvées en abondance chez les patients atteints de mucoviscidose 

(Pulcrano et al., 2012). L’alginate est un copolymère, chargé négativement, d’acide-D-

mannuronique et d’acide-L-guluronique, reliés par des ponts β-1,4 (Mann & Wozniak, 2012).  

Généralement, la production d’alginate intervient en réponse à un stress d’enveloppe, comme 

l’inhibition de la synthèse de peptidoglycane ou la désorganisation des protéines de la 

membrane externe (L. F. Wood & Ohman, 2014). 

La synthèse de l’alginate se fait grâce à l’opéron algA-AlgD (Figure 19). La transcription de cet 

opéron est sous la dépendance d’un facteur sigma appelé AlgU. En condition non inductrice, 

c’est-à-dire sans stress, AlgU est séquestré par MucA, un facteur anti-sigma localisé dans la 

membrane. Le complexe AlgU-MucA est stabilisé par MucB. En condition stressante, le 

stimulus est détecté par la protéine senseur MucE qui va activer la protéase AlgW. Cette 

dernière, avec l’aide de la protéase MucP clive la liaison AlgU-MucA. AlgU ainsi libérée active 

la transcription de l’opéron algA-AlgD (Damron & Yu, 2011). Certains isolats possèdent une 

mutation sur mucA, ce qui inhibe son activité anti-sigma. En conséquence, AlgU n’est plus 

séquestrée et l’opéron algA-AlgD est constamment activé (D. Qiu et al., 2007). Les souches 
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mucoïdes sont plus résistantes au système immunitaire car l’alginate piège les ROS produits 

durant la réaction inflammatoire par les macrophages et les neutrophiles (Ramsey & Wozniak, 

2005). 

 

Figure 19 | Régulation de la biosynthèse d’alginate par le facteur sigma AlgU. 
(Maunders & Welch, 2017) 

  

À cause de la forte prévalence des biofilms de P. aeruginosa chez les patients atteints de 

mucoviscidose, il a longtemps été admis que l’EPS majoritaire de la matrice était l’alginate et 

ce quelle que soit la mucoïdie de la souche. En 2003, l’équipe de Persek a été la première à 

montrer que chez les souches non mucoïdes de PA14 et PAO1, l’alginate n’était pas l’EPS le 

plus abondant et parfois n’était pas produit durant la formation de biofilm (Wozniak et al., 

2003). 

II.2.1.2 Le Pel et le Psl 

L’EPS Pel a été ainsi nommé car il est fortement impliqué dans la formation de pellicules. Ces 

biofilms ne sont pas accrochés sur une surface mais sont situés à l’interface liquide-air. Ces 

biofilms « flottants » permettent aux bactéries d’accéder à de fortes concentrations en oxygène 

et en nutriments. 

Les gènes impliqués dans la formation de cette pellicule ont été découverts pour la première 

fois chez la souche PA14 : l’opéron pel est composé de 7 gènes allant de pelA à pelG. 

L’expression de cet opéron est contrôlée par le QS et le c-di-GMP via PelD et FleQ (Baraquet 

et al., 2012; V. T. Lee et al., 2007b). Il code à la fois l’EPS Pel et son système de transport. 

L’EPS Pel est responsable d’une matrice riche en glucose car il est constitué 

d’acétylgalactosamine et de N-acétylglucosamine (Friedman & Kolter, 2004a).  

Contrairement à la souche PAO1 qui produit le Pel et le Psl, la souche PA14, produit 

uniquement le Pel. Une étude a montré que pour compenser le manque du Psl, Pel, grâce à 
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sa charge positive, est capable de se lier à l’ADNe (ADN extracellulaire), pour maintenir les 

interactions cellule-cellule (Jennings et al., 2015). 

Une étude a montré que la sécrétion de Pel et la mobilité de type twitching sont étroitement 

liées. En effet la « trainée » de Pel laissée lors du déplacement des bactéries sur la surface 

sert de guide pour les prochaines bactéries, facilitant l’exploration de la surface et la formation 

de microcolonies (Wang et al., 2013).  

L’EPS Psl est codé par l’opéron psl constitué de 15 gènes allant de pslA à pslO (Jackson et 

al., 2004). Sa transcription est régulée positivement par les deux facteurs sigma RpoS et AlgU 

tandis que sa traduction est régulée négativement par RsmA (Irie et al., 2010). Le Pel est 

constitué de D-mannose, de D-glucose et de L-rhamnose (Friedman & Kolter, 2004b). Il s’est 

révélé être important dans l’adhésion sur les surfaces biotiques ou abiotiques, dans le maintien 

de la structure du biofilm et dans sa maturation. Cet EPS est important lors de l’adhésion en 

particulier dans les poumons de patients atteints de mucoviscidose via la reconnaissance de 

la mucine respiratoire abondante chez ces patients (L. Ma et al., 2006). En outre, le Psl, grâce 

à sa structure hélicoïdale, forme de longues structures fibreuses qui servent de support pour 

les bactéries situées à proximité renforçant ainsi les interactions cellule-cellule. 

Psl interagit avec les protéines de la matrice, comme CdrA et LecB. Ces interactions 

garantissent la rétention des bactéries et du Psl au cœur du biofilm afin de stabiliser et 

favoriser sa croissance par autoaggrégation cellulaire (Borlee et al., 2010; Passos da Silva et 

al., 2019).  

Enfin, Pel et Psl sont impliquées dans la résistance aux réponses immunitaires et aux 

traitements antibiotiques (Gellatly & Hancock, 2013; Ryder et al., 2007; Strempel et al., 2013) 

II.2.2  L’ADN extracellulaire (ADNe) 

Une étude de colocalisation a montré une interaction entre l’ADNe et le Psl. Ce complexe, 

situé autour des agrégats cellulaires, servirait de squelette pour les futures structures fibreuses 

formées par Psl (Wang et al., 2015). Ces fibres, constituées d’un mélange d’ADNe et de Psl, 

sont souvent à proximité de bactéries lysées suggérant un ADNe d’origine bactérienne. 

Cependant, le Psl est aussi capable d’interagir avec l’ADNe provenant des cellules de l’hôte 

ou d’autres bactéries. Ces interactions avec d’autres sources d’ADNe augmentent les chances 

de survie de P. aeruginosa, en particulier lors d’une infection. Chez les patients atteints de 

mucoviscidose, les biofilms sont essentiellement constitués d’ADNe provenant de la lyse des 

leucocytes (Khatri et al., 2003). La présence de Psl pourrait aussi protéger les bactéries de la 

lyse grâce aux propriétés acidifiantes et chélatantes de l’ADNe (Wang et al., 2015; Wilton et 

al., 2015). 
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Le système de QS PQS s’avère essentiel à la libération de l’ADNe par autolyse des bactéries. 

L’équipe d’Argenio a montré qu’une souche de P. aeruginosa déficiente en molécule signal 

PQS ne présente aucune autolyse (D’Argenio et al., 2002). Ces résultats ont été complétés 

par Yang et collaborateurs, qui ont mis en évidence l’importance de l’autolyse via le PQS dans 

la formation des structures en forme de champignon (L. Yang et al., 2009). 

L’ADNe ajuste l’hydrophobicité de la membrane bactérienne, améliorant les interactions avec 

le tapis bactérien adhéré et avec les bactéries voisines (Wang et al., 2015). Il permet aussi 

l’expansion des microcolonies, en coordonnant le mouvement cellulaire vers les bords du 

biofilm via le twitching (Wilton et al., 2015). Il participe à la formation des structures en 

champignon grâce à son interaction avec Pel. En dernier recours, en cas de « famine », il sert 

aussi de nutriment (Finkel & Kolter, 2001; Mulcahy et al., 2010). Enfin de par sa propriété 

chélatante, il accroit la résistance aux antimicrobiens (Mulcahy, Charron-Mazenod, et al., 

2008). 

II.2.3  Les rhamnolipides (RLs) 

II.2.3.1 La diversité structurale 

Les RLs sont des molécules amphiphiles, c’est-à-dire qu’ils présentent une double affinité par 

leur structure. La partie hydrophile (ou tête polaire) possède une affinité pour les solvants 

polaires comme l’eau. La partie hydrophobe ou lipophile (ou queue apolaire) possède une 

affinité pour les solvants organiques. Les molécules amphiphiles sont donc retrouvées dans 

une interface où il leur est possible d’orienter leurs parties polaires dans l’eau et leur partie 

apolaire dans l’air ou l’huile par exemple (Ghosh et al., 2020).  

Les surfactants (ou tensioactifs) sont des molécules amphiphiles qui une fois localisées à 

l’interface vont jouer un rôle dans la tension superficielle. Les biosurfactants sont une sous-

classe de tensioactifs produits par les microorganismes (Sarubbo et al., 2022). Les RLs sont 

considérés comme des biosurfactants et font partie de la catégorie des glycolipides (De Araújo 

Padilha et al., 2019; J. R. De Sousa et al., 2011; Salazar-Bryam et al., 2021). 

La production de RLs par P. aeruginosa a été décrite pour la première fois en 1946 (Bergström 

et al., 1946), et pendant plus de 50 ans P. aeruginosa a été considérée comme la seule à en 

produire. Depuis, d’autres bactéries, productrices de RLs, ont été identifiées comme P. putida 

(Onbasli & Aslim, 2009), Acinetobacter calcoaceticus (Rooney et al., 2009) ou Burkholderia 

thailandensis (Dubeau et al., 2009).  

Un première structure de RL a été proposée par Jarvis et Johnson (Jarvis & Johnson, 1949). 

Cette structure correspond à l’un des rhamnolipides majoritaires produits par P. aeruginosa. 

Depuis bien d’autres structures de RLs ont été élucidées, laissant apparaitre un squelette 
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commun entre tous les congénères (Abalos et al., 2001; Déziel et al., 1999, 2000; Edwards & 

Hayashi, 1965; Guo et al., 2009; Hakko, s. d.; G. Hauser & Karnovsky, 1954; Hirayama & Kato, 

1982; Nitschke et al., 2010; Rendell et al., 1990; Shaw, 1970; Syldatk et al., s. d.; Tiso et al., 

2020; S. L. Wagner Fritz, 1987; M. Yamaguchi et al., 1976). La tête hydrophile se compose 

d’un ou de deux rhamnose(s) et la queue hydrophobe est constituée d’une ou plusieurs 

chaîne(s) d’acides gras β-hydroxylée(s). Ces deux parties sont reliées par une liaison O-

glycosidique. Les différents congénères ont été classés selon leur nombre de rhamnoses et 

de chaînes d’acide gras. On distingue ainsi 5 familles dont 4 sont représentées sur la Figure 

20 : les mono-rhamno-mono-lipides, les di-rhamno-mono-lipides, les mono-rhamno-di-lipides, 

les di-rhamno-di-lipides et les di-rhamno-tri-lipides.  

 

Figure 20 | Les différentes structures des rhamnolipides. 
Le n correspond au nombre de carbone (n= 4, 6 et 8) (Eslami et al., 2020). 

Au total et en comptant les possibles insaturations sur les chaînes d’acides gras, il existe 

environ une soixantaine de rhamnolipides différents. P. aeruginosa produit 28 d’entre eux dont 

les deux plus abondants sont le rhamnosyl-β-hydroxydecanoyl-β-hydroxydecanoate (R-C10-

C10) et le rhamnosyl-rhamnosyl-β-hydroxydecanoyl-β-hydroxydecanoate (R-R-C10-C10) 

(Déziel et al., 1999). P. aeruginosa produit donc un mélange de mono-rhamno et de di-rhamno, 

chacun présentant un nombre, et une longueur de chaîne d’acide gras variable et 

potentiellement des insaturations. D’autres espèces comme P. chlororaphis produisent 

seulement des mono-rhamnolipides (Gunther et al., 2005). 
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II.2.3.2 La synthèse des RLs 

La biosynthèse des RLs est pour le moment entièrement élucidée uniquement chez P. 

aeruginosa et est présentée Figure 21.   

 

Figure 21 | La biosynthèse des rhamnolipides chez P. aeruginosa. 

(Suh et al., 2019) 
 

La synthèse des RLs se fait à partir de deux précurseurs : le dTDP-L-rhamnose (thymidine 

diphosphate ; qui sera abrégé sous le nom de rhamnose pour la suite) et d’un acide gras β-

hydroxy.  

Le rhamnose provient de la transformation du glucose par une succession de réactions 

enzymatiques réalisées par AlgC et RmlABCD. Le glucose peut venir de l’environnement, de 

la glyconéogenèse ou de la dégradation intracellulaire du glycogène (Olvera et al., 1999). Ce 

rhamnose est aussi utilisé dans la voie de biosynthèse du LPS (Rahim et al., 2000), du Psl 

(Byrd et al., 2009) et du flagelle (Lindhout et al., 2009).  

L’acide gras, quant à lui, provient de la voie de biosynthèse de novo des lipides (FAS II) ou du 

catabolisme des lipides via la voie β-oxydation, sachant que ces  deux voies participent 

équitablement (Abdel-Mawgoud et al., 2010, 2014). La première voie donne à terme un β-

hydroxyacyl-ACP tandis que la second donne un β-hydroxyacyl-CoA. 

 

C’est ensuite l’activité successive de trois enzymes rhamnosyltransfèrases qui permet la 

synthèse des RLs.  

En 1994, grâce à la découverte des gènes rhlA et rhlB, la première rhamnosyltransfèrase est 

identifiée et est nommée RhlB (Ochsner et al., 1994). L’activité catalytique de cette enzyme 

permet de greffer le groupement rhamnose sur un précurseur qui sera appelé HAA (3-(3-

hydroxy-alkanoyloxy) -alkanoic acids) afin de former un mono-rhamnolipide. Ces précurseurs 

HAAs n’ont été identifiés qu’en 2002 (Lépine et al., 2002). 



Revue bibliographique – Chapitre 2 : Les biofilms de P. aeruginosa 

53 
 

En 2001, la deuxième rhamnosyltransfèrase nommée RhlC, est identifiée. Elle assure le 

greffage d’un second groupe rhamnose sur le mono-rhamnolipide précédemment formé, pour 

constituer le di-rhamnolipide (Rahim et al., 2001a).  

Enfin, c’est un 2008, que RhlA est caractérisée en tant qu’enzyme permettant la synthèse des 

HAAs. Elle catalyse la dimérisation du β-hydroxyacyl-ACP et du β-hydroxyacyl-CoA (Abdel-

Mawgoud et al., 2014; K. Zhu & Rock, 2008). 

Au terme de cette biosynthèse, le mélange de RLs est destiné à être sécrété dans le milieu 

extérieur. Le mécanisme et les acteurs impliqués dans cette sécrétion restent inconnus à ce 

jour.  Les gènes codant pour les rhamnosyltransfèrases RhlABC, sont situés sur deux opérons 

distincts. Le premier est l’opéron rhlA-rhlB. Le second opéron implique rhlC et le gène pa1131. 

La protéine codée par ce dernier gène reste, de fonction inconnue. Elle est définie comme un 

transporteur hypothétique, contenant 11 domaines transmembranaires. L’hypothèse quant à 

sa participation à la sécrétion des RLs a été émise mais n’a jamais été confirmée 

expérimentalement (Rahim et al., 2001b).   

L’expression de l’opéron rhlA-rhlB est augmentée de 100 fois en fin de phase stationnaire de 

croissance alors que celle de rhlC n’augmente que de 7 fois (V. E. Wagner et al., 2003). Cette 

donnée, et la présence de deux opérons distincts, laissent penser qu’il existe une hiérarchie 

dans la production des mono- et des di-rhamnolipides. Les mono-rhamnolipides seraient 

produits en premier, suivi de la conversion d’une fraction d’entre eux en di-rhamnolipides. 

La régulation de la biosynthèse des rhamnolipides par le QS explique pourquoi les 

rhamnolipides sont sécrétés en phase stationnaire (Deziel et al., 1996; Ramana & Karanth, 

1989a).  

II.2.3.3 La régulation de la synthèse des RLs par le QS et l’environnement 

La synthèse des RLs est très finement régulée par le QS et les conditions environnementales. 

Le système de QS Rhl a été appelé ainsi car sa première cible identifiée était l’opéron rhlA-

rhlB (Ochsner & Reiser, 1995). Bien que le second opéron formé par rhlC soit plus éloigné 

dans le génome, il semble, lui aussi, sous la régulation de RhlR (Rahim et al., 2001a). 

Des études ultérieures ont démontré que l’opéron rmlBDAC, codant les enzymes permettant 

la synthèse du rhamnose était aussi régulé pour le système Rhl (Aguirre-Ramírez et al., 2012).  

En réalité, en connaissant les interconnexions entre les quatre systèmes de QS, ce n’est pas 

seulement le système Rhl qui régule la synthèse des RLs, mais bien le QS en entier.  

Les opérons rmlBDAC et rhlA-rhlB sont aussi sous la régulation positive du facteur sigma 

alternatif RpoS (Aguirre-Ramírez et al., 2012; Medina et al., 2003). Le facteur sigma RpoS est 

le régulateur de la réponse au stress, comme la carence nutritionnelle (Suh et al., 1999). RpoS 
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réprime l’expression de rhlI et par conséquent supprime la production d’AI du système Rhl 

(Whiteley et al., 2000). 

En phase stationnaire de croissance, la quantité abondante de cellules induit la régulation par 

le QS, mais cause aussi un appauvrissement en nutriments comme le phosphate, le nitrate et 

le fer (Mulligan et al., 1989; Mulligan & Gibbs, 1989a). Des études de suivies cinétiques ont 

permis d’évaluer la sécrétion des RLs en fonction de plusieurs conditions de croissance. Une 

étude de 2017 a montré que P. aeruginosa produisait préférentiellement des mono-

rhamnolipides en présence d’acide gras à longue chaine et des di-rhamnolipides en présence 

de glucose ou de glycérol. Ces résultats suggèrent que la production de mono- et de di-

rhamnolipides est basée sur la facilité à synthétiser la moitié acide gras ou la moitié rhamnose 

(Nicolò et al., 2017). 

La sécrétion des RLs varie aussi selon les sources d’azote disponibles. Elle est inhibée en 

présence de NH4
+, de glutamine, d’asparagine et d’arginine mais est augmentée en présence 

de NO3
-, de glutamate et d’aspartate (Kohler et al., 2000; Mulligan & Gibbs, 1989b; Ramana 

& Karanth, 1989b). Enfin, la sécrétion de RLs n’est pas modifiée en absence d’oxygène 

(Chayabutra et al., 2001). 

II.2.3.4 Les rôles des RLs dans la formation de biofilm 

Certaines études sont venues préciser le lien entre les RLs et le swarming (Caiazza et al., 

2005; J. Tremblay et al., 2007). La mobilité de type swarming se base sur le chimiotactisme, 

c’est à dire la capacité à « sentir » des gradients de molécules dans l’environnement. Les deux 

acteurs sont les HAAs et les di-rhamnolipides et ont des actions opposées. Les di-

rhamnolipides servent de molécules attractives qui vont attirer les cellules tandis que les HAAs 

sont répulsifs. Ces deux effets sont responsables de la formation de tendrilles (Figure 22). Les 

mono-rhamnolipides servent comme agent de conditionnement mais n’ont que très peu d’effet 

sur le swarming. Il faut noter que ce système de chimiotactisme n’a aucun effet sur la mobilité 

de type swimming confirmant ainsi le rôle exclusif des RLs dans le swarming. 

 

Figure 22 | La mobilité de type swarming chez P. aeruginosa. 
La flèche blanche indique un tendrille (Lisa Wallart, PBS UMR 6270 CNRS). 
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Ce chimiotactisme serait notamment utile lorsque le biofilm est confronté à un environnement 

carencé. En effet, il a été supposé qu’en cas de carences, les RLs permettent de relocaliser 

la colonie dans des niches plus riches en nitrate, en fer et en phosphate (Glick et al., 2010). 

En vérité, comme c’est la colonie entière qui doit se déplacer, la mobilité adoptée est plutôt 

une mobilité communautaire comme le swarming. Le déplacement de type swarming est en 

fait très complexe et nécessite l’élongation des cellules, la présence d’un nombre suffisant de 

pili et un contact inter-cellulaire (Fraser & Hughes, 1999). 

Il est intéressant de noter que l’expression des pili de type IV est, comme les RLs, sous 

l’influence de la disponibilité en nitrate. Lorsque l’environnement est riche en ce composé, 

l’expression des pili est réduite, par conséquent, la mobilité swarming est elle aussi limitée 

(Goldflam & Rowe, 1983; Ishimoto & Lory, 1989).  

Les RLs sont aussi des acteurs importants dans la formation du biofilm. La régulation du biofilm 

imposée par les RLs dépend de leur localisation dans le biofilm et de leur concentration à un 

temps donné.  

Durant l’adhésion ils peuvent altérer les interactions cellule-cellule et cellule-surface. Une 

faible concentration en RLs augmente l’hydrophobicité de la surface des cellules par 

décrochage du LPS. En conséquence, l’affinité des cellules pour la surface est augmentée (Al-

Tahhan et al., 2000; Raya et al., s. d.; Y. Zhang & Miller, 1994). 

L’augmentation de l’hydrophobicité des cellules semble aussi initier la formation de 

microcolonies. Les RLs présents en faible concentration permettent l’agrégation des cellules 

entre elles (Herman et al., 1997; Pamp & Tolker-Nielsen, 2007). En revanche, si le biofilm se 

trouve confronté à un appauvrissement en nutriment comme le fer, les RLs voient leur 

production augmentée inhibant ainsi la formation de microcolonies (Patriquin et al., 2008).  

Durant la maturation du biofilm, les microcolonies servent de plateforme pour supporter les 

futures structures 3D en forme de champignon (Klausen, Aaes-Jørgensen, et al., 2003; 

Klausen, Heydorn, et al., 2003). L’apparition de ces structures signifie que le biofilm a atteint 

le seuil maximal de maturation. Au sein du biofilm, une sous-population peut redevenir motile 

pour, au fur et à mesure agrandir ces structures 3D. Les RLs participent activement à la 

formation, au maintien et à la préservation de ces structures 3D (Davey et al., 2003). 

Les bactéries au sein du biofilm mature ont besoin d’eau et de nutriments. Néanmoins, la 

barrière formée par la matrice limite la diffusion de ces composés. Il existe à l’intérieur du 

biofilm un réseau de canaux qui permet de maintenir la pression osmotique pour éviter 

l’effondrement du biofilm, transporter des nutriments et des macromolécules et évacuer les 

catabolites.  
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Ces canaux entourent et parfois traversent les clusters bactériens à l’intérieur du biofilm (H.-

C. Flemming & Wingender, 2010; Foster & Kolenbrander, 2004). En réalité il existe deux types 

de transport : l’un par ces canaux, l’autre par les pores (Figure 23). 

 

Figure 23 | Les systèmes de circulation au sein des biofilms de P. aeruginosa. 
Les clusters de bactéries forment des microcolonies (A). Les canaux et les pores (B). Les conduits (C). 
Les flèches indiquent la direction du flux (Krsmanovic et al., 2021).  

Les canaux par définition sont longs, vides et droits et permettent de transporter l’eau et les 

nutriments d’un endroit à un autre. Ce réseau a été nommé « le système de circulation 

rudimentaire du biofilm » Les pores quant à eux ne connectent aucunes zones mais sont 

comparables à des « piscines » qui servent de zone de stockage (H.-C. Flemming & 

Wingender, 2010). Chez P. aeruginosa, ces canaux ont une longueur d’environ 700 nm avec 

un diamètre variable allant de 1 à 9 nm (Lei et al., 2020; Sandt et al., 2007). Pour garder la 

circulation active dans ces canaux il est important qu’ils ne soient pas colonisés et restent 

ouverts. Les RLs, en tant que biosurfactants, peuvent empêcher les interactions cellule-cellule 

et ainsi évitent l’installation des bactéries dans les canaux (Davey et al., 2003).  

II.2.4 Les protéines de la matrice 

Les principales protéines qui composent la matrice sont les enzymes et les protéines de 

structure. 

Les enzymes extracellulaires sont impliquées dans la dégradation des biopolymères comme 

les polysaccharides, les acides nucléiques, les protéines, la cellulose, la chitine et les lipides. 

Ces différents composés qu’ils soient solubles, insolubles ou emprisonnés dans la matrice 

servent de source d’énergie pour les bactéries (Costa et al., 2018).  

Elles sont aussi capables de dégrader des polymères synthétiques comme le plastifiant 

téréphtalate (Bahl et al., 2021). Enfin l’activité rédox de certaines enzymes nommées 

catalases induit la corrosion des surfaces (Busalmen et al., 2002). 
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Les enzymes extracellulaires sont piégées dans la matrice grâce à leurs interactions avec les 

EPS (Costa et al., 2018; H. Flemming, 2008), ce qui donne deux avantages. Tout d’abord, les 

produits de dégradation de ces enzymes se retrouvent à proximité des bactéries et sont donc 

facilement accessibles. En second lieu, la matrice protège les enzymes de la protéolyse et 

confère un environnement favorable pour leur activité enzymatique (Skillman et al., 1998). 

Les protéines structurelles n’ont, quant à elles, pas d’activité enzymatique mais sont 

impliquées dans la formation du biofilm et dans la stabilisation de la matrice par pontage des 

EPS aux bactéries. Ces protéines sont souvent des protéines de liaison aux carbohydrates 

comme les lectines LecA et LecB (Diggle et al., 2006; Johansson et al., 2008). 

Parmi les gènes dont l’expression est modulée par le c-di-GMP, le gène cdrA a été le premier 

identifié. Le gène cdrA est en opéron avec cdrB. CdrA est la protéine sécrétée et CdrB est son 

transporteur. Il a été démontré que la protéine CdrA se lie directement à l’EPS Psl dans les 

biofilms de P. aeruginosa. Cette liaison au Psl laisse supposer deux rôles. La protéine CdrA 

réticule les molécules de Psl et renforce ainsi la matrice, et associée aux cellules, elle permet 

l’interaction Psl-cellule (Borlee et al., 2010). 

II.3 La dispersion du biofilm 

Le détachement des cellules du biofilm permet de créer une nouvelle colonie dans une niche 

écologique plus favorable à son développement. Le détachement des cellules fait suite à la 

détection de signaux environnementaux ou à l’application de forces mécaniques comme les 

forces de cisaillement exercées par les fluides.  

Deux mécanismes de détachement sont décrits dans la littérature : (I) la dispersion et (II) le 

détachement d’une partie du biofilm par abrasion, « pâturage », érosion ou « mue » (Harmsen 

et al., 2010; Kim & Lee, 2016; Petrova & Sauer, 2016) (Figure 24). L’abrasion résulte dans la 

collision avec un grand volume de liquide tandis que le « pâturage » provient de l’activité 

d’organismes eucaryotes. La « mue » correspond au détachement brutal du biofilm entier ou 

d’une large portion intacte du biofilm dû aux forces de friction. L’érosion correspond à la 

libération régulière de bactéries localisées à la surface du biofilm du fait des forces de 

cisaillement (Kim & Lee, 2016).  

À la différence du détachement, la dispersion est un mécanisme actif, c’est-à-dire que les 

cellules vont volontairement sortir du biofilm à la suite de changements environnementaux 

laissant une cavité vide (Kim & Lee, 2016).   

Seul le phénomène de dispersion sera détaillé dans cette partie. 
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Figure 24 | Les mécanismes de détachement du biofilm. 
À l’étape d’adhésion les cellules peuvent quitter la surface par un mécanisme actif comme la désorption 
(I). Après la maturation du biofilm les cellules peuvent quitter le biofilm par des mécanismes passifs 
comme l’érosion, l’abrasion, le « pâturage » (II) ou la « mue » (III). Suite à la détection de signaux 
environnementaux les cellules quittent volontairement le biofilm par un mécanisme actif (IV) 
(Krsmanovic et al., 2021).  

 

Ce phénomène de dispersion semble d’abord dépendant de la taille des microcolonies bien 

que l’âge du biofilm ait aussi son importance. En effet, selon les conditions environnementales, 

la dispersion du biofilm à lieu environ 3 à 12 jours après l’adhésion initiale, ce qui laisse le 

temps aux microcolonies de grossir en largeur et en hauteur. La taille des microcolonies est 

importante car la dispersion nécessite la formation d’une cavité vide à l’intérieur de celles-ci. 

Ces cavités ne se forment que si les microcolonies ont atteint un diamètre d’environ 80 µm 

(Harmsen et al., s. d.; Kaplan, 2010; Purevdorj-Gage et al., 2005). 

Les nombreuses études menées sur la dispersion ont permis de préciser l’état physiologique 

des bactéries prêtes à quitter le biofilm. Ces dernières opèrent des changements 

phénotypiques pour revenir à l’état planctonique (Barraud et al., 2006; Hindré et al., 2008; 

Petrova & Sauer, 2012; Sauer et al., 2004; Stoodley et al., 2002). Ces changements 

phénotypiques sont résumés sur la Figure 25. 
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Figure 25 | Mécanismes permettant la dispersion du biofilm. 

Localisation spatiale des composants de la matrice et du c-di-GMP à l’intérieur du biofilm mature et 
zones d’action des enzymes dégradant la matrice (a). L’adhésine de surface CdrA est clivée pour 
déstructurer la matrice et rompre les interactions cellule-cellule (b). Les composants de la matrice sont 
dégradés par les enzymes comme les DNases ou PelA (c). Détachement passif d’agrégats suite à 
l’action d’enzymes exogènes au biofilm (d) (Rumbaugh & Sauer, 2020).  

 

Le premier changement phénotypique observé est la récupération d’un phénotype mobile, de 

type swimming. Ce phénotype a été considéré initialement comme le paramètre le plus 

important pour la dispersion (Purevdorj-Gage et al., 2005). Depuis, d’autres études sont 

venues nuancer cet avis. La mobilité serait nécessaire seulement pour la formation de la cavité 

et l’initiation de la dispersion (Gjermansen et al., 2005; Morgan et al., 2006). Il existerait ainsi 

une sous-population de cellules mobiles situées en haut ou au milieu du champignon tandis 

que des cellules non-mobiles seraient situées à la périphérie.  

Le second changement phénotypique observé est la sécrétion importante d’enzymes par les 

bactéries en cours de dispersion. Ces enzymes ont pour rôle la dégradation et la 

déstructuration de la matrice. La liste de ces enzymes n’est pas exhaustive mais comporte 

des DNases, des protéases et les enzymes qui dégradent les EPS (Kaplan, 2010; McDougald 

et al., 2012). Ainsi, l’enzyme AlgL dégrade l’alginate et les glycosyles hydrolases PslG et PelA 

dégradent respectivement le Psl et le Pel (Boyd & Chakrabarty, 1994; Cherny & Sauer, 2020; 



Revue bibliographique – Chapitre 2 : Les biofilms de P. aeruginosa 

60 
 

Yu et al., 2015). Les endonucléases EndA, EddA et EddB, quant à elles dégradent l’ADNe 

(Cherny & Sauer, 2019). Aussi, une étude a montré que l’ajout exogène de DNase induisait 

une dispersion des biofilms de P. aeruginosa (Whitchurch et al., 2002).  

Enfin, les rhamnolipides jouent aussi un rôle dans la dispersion. Une première étude a montré 

que la délétion des gènes rhlA et rhlB inhibe la formation de la cavité et la dispersion des 

bactéries tandis que l’ajout exogène de rhamnolipides induit la dispersion des biofilms de P. 

aeruginosa (Boles et al., 2005; Dong et al., 2008). Il est intéressant de noter que les 

rhamnolipides de P. aeruginosa induisent aussi la dispersion des biofilms d’autre espèces 

bactériennes comme Bordetella bronchiseptica et Salmonella enterica serovar Typhimurium 

(Irie et al., 2005; Mireles et al., 2001), ce qui est non négligeable dans le cadre de la 

compétition bactérienne pour une niche écologique.  

Ces phénotypes sont principalement régulés par le c-di-GMP et le QS en réponse à des 

signaux environnementaux. Ces signaux sont divers et sont les carences, le stress oxydatif et 

nitrosant, les facteurs de l’hôte comme les sels biliaires, la disponibilité en oxygène, en fer et 

en source de carbone (Applegate & Bryers, 1991; Barraud et al., 2009; Basu Roy & Sauer, 

2014; Gjermansen et al., 2010; Y. Li et al., 2013; Sauer et al., 2004). Il existe autant de 

récepteurs que de signaux. Ces récepteurs vont ensuite activer des effecteurs qui vont à leur 

tour moduler la concentration en c-di-GMP. Ainsi, il a été observé un gradient de concentration 

en c-di-GMP. Les bactéries en cours de dispersion situées au centre du biofilm présentent une 

faible concentration de c-di-GMP tandis que celles situées autour présentent une forte 

concentration de c-di-GMP. Le senseur BdlA affecte négativement la quantité de c-di-GMP 

suite à la détection d’oxyde nitrique (ou monoxyde d’azote) (Barraud et al., 2006; Schleheck 

et al., 2009). 

En 2022, un nouveau modèle concernant la formation de biofilm est apparu (Sauer et al., 

2022). En effet, entre des biofilms formés in vitro, dans l’environnement ou dans un site 

infectieux, les données récoltées sur l’épaisseur du biofilm et les structures observées varient. 

En cause, la diversité des microenvironnements au sein du biofilm, l’accès à l’oxygène ou 

l’exposition à des composés toxiques. L’étude prend aussi en compte la nature de 

l’environnement (biologique ou non biologique) qui entoure les bactéries et l’exposition du 

biofilm à un flux (liquide ou air) continu.  

Les auteurs gardent la notion d’adhésion des bactéries planctoniques sur la surface, mais 

proposent deux hypothèses quant à la formation du biofilm : i) les bactéries planctoniques 

formeraient dans un premier temps des agrégats qui ensuite restent libres dans 

l’environnement ou qui adhèrent à une surface, ii) les bactéries et les agrégats situés dans le 

milieu environnent viendraient s’agréger aux microcolonies déjà formées. Concernant l’étape 
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de détachement ou de dispersion du biofilm, les auteurs conservent les mécanismes actifs ou 

passifs décrits ci-dessus.  

Au terme du cycle de vie du biofilm et quel que soit le modèle considéré, les bactéries 

dispersées peuvent de nouveau former un biofilm, soit à proximité du premier biofilm, soit dans 

une toute nouvelle niche plus éloignée.  

En clinique, cela se traduit par une recolonisation constante du tissu (infecté ou sain) et/ou du 

matériel implanté, désignée sous le terme d’infection chronique. Ce type d’infection présente 

un taux de mortalité très élevé pour deux raisons. La première est que les bactéries dispersées 

sont beaucoup plus mobiles, adhérentes et virulentes que leurs congénères planctoniques. 

Une étude transcriptomique a révélé que les bactéries dispersées exprimaient plus de gènes 

de virulence et moins de gènes impliqués dans le transport de fer (Chua et al., 2014). 

L’hypothèse est que ces bactéries, lorsqu’elles quittent l’environnement protecteur du biofilm, 

adoptent un phénotype hyper-virulent pour se protéger de l’environnement hostile dans lequel 

elles se retrouvent.  

La seconde raison qui explique la forte mortalité associée à ces infections est la résistance 

des biofilms aux agents antimicrobiens.  

III. La physiologie des biofilms et l’antibiorésistance 

Le biofilm présente une tolérance et une résistance remarquable aux agents antibactériens et 

au système immunitaire. À ce stade, il est important de différencier la tolérance et la résistance, 

qui sont deux propriétés différentes. La tolérance des bactéries aux antibiotiques est 

directement liée à l’environnement du biofilm et est perdue lorsque les bactéries se dispersent. 

La résistance, est, quant à elle intrinsèque aux bactéries et est conservée même lorsqu’elles 

retournent à l’état planctonique (Brauner et al., 2016; Olsen, 2015). Les mécanismes de 

résistance seront peu décrits dans ce chapitre car ils ont déjà été abordés dans le chapitre 

précèdent (cf Revue bibliographique - Chapitre 1 – Section VI.).  

III.1 Les microenvironnements favorisent la tolérance  

L’architecture du biofilm génère des gradients de nutriments, d’oxygène, de pH et de 

molécules du QS. Les nutriments et l’oxygène sont consommés plus rapidement comparé à 

leur vitesse de diffusion dans le biofilm.  En conséquence, les bactéries localisées tout au long 

de ces gradients sont dans des états physiologiques différents (Figure 26). 

Le gradient en oxygène crée un environnement aérobie près de la surface du biofilm, micro 

aérobie au centre et anaérobie à la base du biofilm. Si l’on considère que le biofilm est mono-

espèce et en sachant que P. aeruginosa est une bactérie aérobie, anaérobie-facultative et 

capable de fermentation, elle peut se développer dans ces trois microenvironnements.  
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De la même façon, le gradient en nutriments crée deux sous-populations. Une première, dans 

les couches supérieures du biofilm, a facilement accès aux nutriments. La seconde, à la base 

du biofilm, se retrouve dans un environnement pauvre voire sans nutriment.  

Ces gradients ont un effet direct sur le taux de croissance des bactéries. Celles qui sont dans 

les couches supérieures du biofilm présentent une croissance rapide et possèdent un 

métabolisme actif. Celles situées à la base du biofilm se divisent très peu et sont 

métaboliquement inactives. Elles sont appelées « cellules dormantes » et regroupent les 

VBNC (viable but nonculturable) et les « persisters » (H.-C. Flemming et al., 2016; Stewart & 

Franklin, 2008). 

Ces microenvironnements créent une forte hétérogénéité de la population sessile. Ainsi durant 

l’exposition à un antibiotique, les chances de survie de ces différentes sous-populations 

varient. Les antibiotiques ciblent la synthèse d’ADN, la synthèse des protéines ou la 

membrane. Ils ont donc une action préférentiellement sur des bactéries métaboliquement 

actives et en cours de division. Ainsi, les antibiotiques sont inactifs sur des cellules à l’état de 

dormance. C’est d’ailleurs ces cellules qui contribuent largement à la diminution de la 

sensibilité des biofilms aux antibiotiques (Stewart, 2002). Elles sont ainsi plus tolérantes à la 

tobramycine dont la cible est la machinerie ribosomale.  

 

Figure 26 | L’environnement hétérogène des biofilms. 

Les différents gradients présents au sein de la matrice créent des microenvironnements. Les 
microorganismes se positionnent au sein du biofilm selon les disponibilités en oxygène, en sachant que 
la consommation de ce dernier est plus rapide que sa diffusion. La consommation intensive de nutriment 
pas les organismes aérobies situés sur les couches supérieures du biofilm provoque un 
appauvrissement des couches inférieures du biofilms. Des gradients de pH et de molécules de QS sont 
aussi présents au sein du biofilm (H.-C. Flemming et al., 2016).  
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III.2 Induction de la tolérance par la barrière protectrice de la matrice  

Les antibiotiques doivent dans un premier temps traverser la matrice pour accéder aux 

bactéries. Des premières études ont rapidement suggéré que la matrice ralentissait la diffusion 

des antibiotiques créant ainsi des gradients de concentration en son sein. Cependant cette 

affirmation reposait sur des travaux réalisés avec des aminoglycosides et des β-lactamines et 

n’étaient pas reproductibles (Hoyle et al., 1992; Shigeta et al., 1997; Suci et al., 1994; Vrany 

et al., 1997; Yasuda et al., 1993).  

On s’est rapidement aperçu que les antibiotiques pouvaient passer par les pores et les canaux 

du biofilm ou pouvaient être stockés dans les piscines (Stewart, 2003).  

Il semblerait que ce soit en fait les composants de la matrice qui interagissent avec certains 

agents antimicrobiens, bloquant ainsi leur diffusion. Précisément, les antibiotiques chargés 

positivement, comme la tobramycine, sont séquestrés dans les zones périphériques du biofilm, 

tandis que les antibiotiques non chargés, comme la ciprofloxacine, pénètrent facilement dans 

au sein du biofilm (Tseng et al., 2013) .  

Il est donc possible de distinguer deux groupes de molécules susceptibles d’induire des 

phénomènes de tolérance/résistance (Figure 27). 

Les agents antimicrobiens non chargés diffusent de façon homogène dans le biofilm car ils 

n’interagissent pas avec les EPS. La tolérance face à ces agents est due aux cellules en 

dormance. En même temps, l’agent antimicrobien favorise l’émergence d’une sous-population 

bactérienne résistante.   

Les agents antimicrobiens et les métaux toxiques chargés voient donc leur diffusion ralentie. 

Ces agents peuvent interagir avec les EPS, être chélatés ou dégradés par des enzymes de la 

matrice. L’ADNe peut interagir avec les antibiotiques chargés positivement (Hunt et al., 1995). 

Ceci confère un avantage à P. aeruginosa quand on sait que l’ADNe est abondant lors d’une 

infection, du fait de la lyse des cellules du système immunitaire.  

Chez certaines souches, une surproduction de la matrice confère une plus grande protection 

face aux agents antimicrobiens. Ainsi, les souches mucoïdes présentent une tolérance plus 

élevée que leurs congénères non mucoïdes, de même que les souches qui surproduisent les 

EPS Pel et Psl (Goltermann & Tolker-Nielsen, 2017). Les interactions avec ces EPS induisent 

un gradient de concentration en antibiotiques. Les bactéries se retrouvent donc face à des 

concentrations sublétales.  
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Figure 27 | Les mécanismes de résistance et de tolérance face aux agents antimicrobiens. 
Une propriété importante des biofilms concerne l’augmentation des capacités de survie face aux agents 
antimicrobiens comme les désinfectants, les métaux toxiques et les antibiotiques. La tolérance est 
induite par un ralentissement de la diffusion de l’agent antimicrobien par les EPS ou par les bactéries 
métaboliquement non actives. La résistance face à ces agents antimicrobiens survient lorsque les 
bactéries sont exposées à des concentrations sublétales ou par transferts horizontaux (H.-C. Flemming 
et al., 2016). 
 

III.3 La tolérance par l’expression génique biofilm-dépendant 

L’étude de Pamp et collaborateurs, a révélé l’existence d’une sous-population 

métaboliquement active tolérante à la colistine (Pamp et al., 2008). À l’inverse, les cellules à 

l’état de dormance présentaient une sensibilité à cet antibiotique. Les cellules actives avaient 

acquis cette tolérance, en présence de colistine, grâce à l’expression de l’opéron pmr, des 

gènes mexAB-oprM, mexCD-oprJ et muxABC-opmB. L’opéron pmr code un système qui 

permet l’ajout d’un arabinose aminé sur le LPS, diminuant l’interaction avec la colistine. 

L’expression de ces gènes étaient spécifiques aux cellules sessiles. En effet, les bactéries 

planctoniques en phase exponentielle (métaboliquement actives) ou stationnaire 

(métaboliquement inactives) présentaient une sensibilité à la colistine.  

Un autre exemple de gène exprimé seulement à l’état biofilm est le gène ndvB, présent chez 

la souche PA14. Le gène ndvB code une enzyme impliquée dans la synthèse des glucanes 
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retrouvés dans l’espace périplasmique. Ces glucanes séquestrent la tobramycine avant qu’elle 

ne rentre dans la cellule (Mah et al., 2003).  

III.4 L’acquisition de gènes de résistance 

La composition du génome des bactéries est fortement influencée par l’environnement et peut 

être remodelée selon différents mécanismes, comme les mutations, la recombinaison, ou le 

transfert horizontal, c’est-à-dire, le transfert d’ADN d’une cellule donneuse à une cellule 

réceptrice. Ce dernier est d’ailleurs très présent dans les biofilms et ce pour plusieurs raisons : 

i) le biofilm est caractérisé par une forte densité bactérienne qui favorise le contact entre les 

bactéries, ce qui augmente fortement les probabilités de transferts horizontaux et ii) la matrice 

est une source majeure d’ADNe que les bactéries peuvent intégrer dans leur génome par 

transformation.  

L’environnement au sein du biofilm est également favorable au maintien des gènes acquis 

dans la population et en particulier les plasmides. Ces petits fragments d’ADN circulaires et 

extra chromosomiques passent d’une cellule à une autre par conjugaison. En mode de vie 

planctonique, les plasmides sont répliqués et transmis à la descendance lors de la division 

cellulaire. Cependant lorsque la fréquence de division bactérienne est au plus haut, le risque 

de perte du plasmide est élevé. À l’inverse, en mode biofilm la probabilité de perdre le plasmide 

est faible car une majorité des cellules sont métaboliquement moins actives et se divisent 

moins (O’Connell et al., 2006).  

Compte-tenu du nombre de bactéries présentes dans le biofilm et de l’hétérogénéité de la 

population bactérienne, la diversité génétique est grande. Elle l’est plus encore lorsque ces 

échanges de gène se font dans un biofilm multi-espèces.  

Les biofilms sont ainsi considérés comme des réservoirs majeurs de gènes liés à 

l’antibiorésistance.  

Il faut ajouter à ces transferts horizontaux, la résistance naturelle de P. aeruginosa et les 

mutations spontanées. Ces deux points ne seront pas traités dans cette partie car ils ont déjà 

été abordés dans le chapitre 1 (cf Revue bibliographique - Chapitre 1 – Section VI.).  

 

III.5 La tolérance face au système immunitaire 

Les biofilms stimulent constamment le système immunitaire. Ils induisent des environnements 

hyper-inflammatoires néfastes pour l’intégrité tissulaire (Barton et al., 1976; Donlan & 

Costerton, 2002). Ces dommages, s’ils sont prolongés comme dans le cas d’une infection 
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chronique, provoquent des complications graves, jusqu’à la perte de fonction respiratoire dans 

le cas d’une infection pulmonaire ou de l’audition dans le cas d’une infection du conduit auditif. 

Les leucocytes polynucléaires font partie des cellules du système immunitaire majoritairement 

recrutées lors d’une infection, en particulier chez les patients atteint de mucoviscidose. Ces 

leucocytes sécrètent des élastases, des collagénases et des radicaux de l’oxygène pour 

dégrader la matrice du biofilm. En revanche, ils sont incapables de phagocyter les bactéries 

présentes à l’intérieur de la matrice. En effet, la taille des agrégats formés par les bactéries 

peut atteindre facilement 5 µm, dépassant largement la capacité de phagocytose des 

leucocytes (Alhede et al., 2020). 

P. aeruginosa sécrète des facteurs de virulence qui jouent un rôle majeur dans l’inactivation 

des cellules du système immunitaire. Parmi eux, les RLs lysent par nécrose les leucocytes ce 

qui libère de l’ADNe qui pourra être recyclé dans la matrice du biofilm (Jensen et al., 2007). Il 

a aussi été montré que la synthèse des rhamnolipides était augmentée en présence de 

leucocytes (Alhede et al., 2009).  

III.6 Mini-Revue “The Biofilm Resistance: Many responses but Still Many 
Questions”, Biomedical Journal of Scientific & Technical Research 
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Comme décrit dans ce chapitre et dans la mini-revue, l’ensemble de ces mécanismes rend 

difficile l’éradication des biofilms dans un contexte infectieux. Les antibiotiques restent peu 

efficaces et leur utilisation à fortes concentrations, outre une toxicité possible, amènera à terme 

à l’émergence de bactéries résistantes. Cette faible sensibilité des biofilms aux traitements 

complique gravement la prise en charge des patients infectés et mène parfois à l’échec 

thérapeutique. La communauté scientifique fait donc face à un vrai problème de santé publique 

à l’échelle mondiale. Il devient en conséquence urgent de trouver de nouvelles stratégies anti-

biofilms dans le but d’inverser cette tendance.  

IV. Les récentes avancées de la recherche dans la lutte contre les biofilms  

À ce jour, et malgré l’antibiorésistance, les approches utilisées s’appuient encore sur les 

antibiotiques, soit en prévention soit en curatif. Ces derniers permettent une diminution de la 

charge bactérienne et une disparition transitoire des symptômes, mais ils ne permettent jamais 

une éradication complète du biofilm.  

Le traitement des infections à P. aeruginosa par antibiothérapie doit prendre en compte 

plusieurs paramètres. Le premier concerne le profil de résistance de la bactérie qui permet de 

choisir le(s) antibiotique(s) adapté(s). Ce dernier est obtenu par antibiogramme ou mesure de 

la CMI (concentration minimale inhibitrice). Alors que l’antibiogramme reflète un profil 

« sensible » ou « résistant », la CMI permet de déterminer la concentration en antibiotique à 

partir de laquelle la croissance bactérienne est inhibée. Il est aussi possible de déterminer la 

CMB (concentration minimale bactéricide) qui est la concentration de l’antibiotique à partir de 

laquelle la population bactérienne est éradiquée. Le deuxième paramètre à prendre en compte 

concerne les facteurs de risque liés à l’hôte. Ces facteurs peuvent être des terrains favorables 

aux récidives et à la comorbidité des infections chroniques. Enfin, le dernier paramètre à 

prendre en compte est le site infecté.  

Les mesures d’hygiène durant une opération chirurgicale sont un premier moyen de prévention 

mais il est impossible d’obtenir une asepsie totale. Environ 5% des matériaux implantés sont 

ainsi des sources d’infections aux biofilms (Lebeaux & Ghigo, 2012). 

Afin de limiter ces infections nosocomiales, de nombreuses stratégies visant à rendre ces 

matériaux anti-biofilms sont aujourd’hui proposées (Blackman et al., 2019, 2021; Song et al., 

2016). Cependant, très souvent, une guérison définitive impose l’exérèse de l’implant 

(Darouiche, 2004).  

Dans le cas de patients porteurs de cathéters sur de longues périodes et/ou de sujets à 

risques, il est possible d’employer la stratégie « lock therapy ». Elle consiste à injecter en 

continue pendant 12 à 24 heures, une forte concentration d’antibiotique à travers la lumière 

du cathéter. À noter que cette stratégie favorise grandement l’émergence de germes 
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résistants, c’est pourquoi elle est réservée à un nombre restreint de patients (Landry et al., 

2010). 

Une stratégie régulièrement employée notamment chez les patients atteints de mucoviscidose 

est l’usage d’une double antibiothérapie dès la colonisation de P. aeruginosa et avant 

l’installation de l’infection chronique (Høiby et al., 2015; Skov et al., 2019) 

Côté recherche, de nombreux laboratoires mènent des études visant à rechercher des 

molécules anti-biofilms. On retrouve ainsi des stratégies basées sur l’inhibition du QS, la 

perméabilisation de la membrane, le clivage du peptidoglycane, l’inhibition de la division 

cellulaire, la dispersion du biofilm par ajout d’enzyme exogène, l’inhibition du c-di-GMP, 

l’inhibition de la capture du fer ou encore l’inhibition de l’adhésion par modification de surface 

(Chamsaz et al., 2017; Chauhan et al., 2014; Triandafillu, 2003).  

Le principe d’inhibition du QS appelé quorum quenching, repose sur l’utilisation d’analogues 

structuraux aux molécules signal du QS (Hentzer & Givskov, 2003). Des études ont montré 

que l’azithromycine altère significativement la communication chez P. aeruginosa in vitro et in 

vivo (Das et al., 2016; Hoffmann et al., 2007; Saiman et al., 2003). En revanche, son activité 

immunogène chez l’Homme est mal connue  (Feola et al., 2010). Une autre étude, utilisant 

cette fois ci le furanone (analogue structurale des HSLs) a montré une inhibition du système 

Rhl et par conséquent une réduction de la production des facteurs de virulence (Hentzer et al., 

2002). 

La dégradation de la matrice par l’ajout d’enzymes exogènes donne aussi des résultats 

encourageants. L’action anti-biofilm de la dispersine-B a notamment été montrée dans le cas 

d’infections de grands brûlés par les pathogènes du groupe ESKAPE (Gawande et al., 2014). 

La dispersine-B est produite initialement par Actinobacillus actinomycetemcomitans pour 

dégrader sa propre matrice (Kaplan et al., 2003). Une autre enzyme appelée DNase-I, cible 

l’ADNe des biofilms mono ou multi-organismes (Pirlar et al., 2020). Cette enzyme est d’ailleurs 

prescrite en médicament (Dornase) sous forme nébulisée chez les patients atteints de 

mucoviscidose afin de prévenir l’apparition d’une infection chronique à P. aeruginosa, de 

réduire la viscosité du mucus et augmenter sa clairance (C. Yang & Montgomery, 2018).  

Ces deux chapitres ont abordé de façon non exhaustive, les connaissances acquises sur P. 

aeruginosa. Les nouvelles techniques scientifiques développées au fil des années ont été un 

vrai moteur pour la microbiologie.  Aujourd’hui, ce sont les recherches basées sur des 

combinaisons de différentes analyses de type « omique » qui connaissent un fort engouement 

(génomique, transcriptomique, protéomique et métabolomique). Ces sciences ont participé et 

participeront encore à l’identification et à la compréhension des mécanismes moléculaires 

impliqués dans la virulence, la résistance et l’adaptabilité des microorganismes.  
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L’équipe BRICS du laboratoire PBS étudie la physiologie des bactéries organisées en biofilms 

en utilisant plus particulièrement des approches protéomiques. C’est dans ce contexte qu’une 

étude protéomique à large échelle visant à comparer le protéome de bactéries immobilisées 

et planctoniques a été menée sur la souche PAO1 par le Dr. Sébastien Vilain. Cette étude a 

montré une accumulation d’une quarantaine de protéines chez les bactéries immobilisées, 

appuyant une nouvelle fois l’hypothèse d’un protéome spécifique au biofilm (Vilain et al., 2004). 

C’est à partir de cette étude que plusieurs travaux se sont succédés.  

Ce groupe de protéines a d’abord fait l’objet d’une étude par mutagénèse ciblée par le Dr. 

Damien Seyer (Seyer, 2006). Puis, à la suite de différents tests phénotypiques réalisés en lien 

avec la formation de biofilm, c’est la souche mutée sur le gène pa3731 (nommée ∆pa3731) 

qui a été sélectionnée pour la suite des travaux. À ce stade, la protéine PA3731 est de fonction 

inconnue car elle n’avait auparavant jamais été étudiée, c’est pourquoi elle porte simplement 

le nom du gène qui la code.  

Pour élucider la fonction de PA3731, des études phénotypiques complémentaires furent 

menées sur la souche ∆pa3731 par le Dr. Camille Macé, démontrant son implication dans la 

formation de biofilm. Le gène pa3731 est entouré de gènes codant pour des protéines elles 

aussi de fonction inconnue. Ces gènes voisins furent inclus dans l’étude et le cluster ainsi 

formé est constitué des gènes suivants : pa3732, pa3731, pa3730 et pa3729. D’après les 

phénotypes observés chez la souche ∆pa3731, ce cluster fût nommé BAC pour Biofilm 

Associated Cluster (Macé et al., 2008).  

 

Ce cluster fût ensuite étudié successivement par le Dr. Mohamed Amine Ben Mlouka et le Dr. 

Brahim Saffiedine, qui travaillèrent respectivement sur la souche PA14 et PAO1 (Ben Mlouka, 

2014; Saffiedine, 2019). À l’image des phénotypes observés chez ∆pa3731, la mutation des 

autres gènes du système, à l’exception du gène pa3729, induit une diminution de la formation 

de biofilm, de la sécrétion de rhamnolipides, du swarming et de l’adhésion sur les cellules 

pneumocytaires A549. Ces phénotypes similaires entre les différents mutants et les 

interactions observées entre certaines de ces protéines appuient l’hypothèse que ces 4 

protéines fonctionneraient en système.  

De plus, les localisations des protéines BAC au sein de la bactérie ont été investiguées par 

une approche de fractionnement couplée à une identification par spectrométrie de masse de 

chacun des compartiments (Ben Mlouka, 2014). La protéine PA3731 a été localisée dans tous 

les compartiments tandis que PA3732 a été localisée dans la membrane interne. Alors que 

PA3729 semble résider dans le membrane externe la protéine PA3730 n’a pas été retrouvée.   
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Pour faciliter la lecture, les protéines ont été renommées selon le Tableau 2.  

 

  

Tableau 2 | Les annotations génomiques et le nom des protéines BAC. 

Nom du gène chez 

PAO1 

Nom du gène chez 

PA14 

Nom de la protéine  

pa3732 PA14_16140 BacA 

pa3731 PA14_16150 BacB 

pa3730 PA14_16160 BacC 

pa3729 PA14_16180 BacD 

 

 

Au regard des phénotypes touchés à la suite d’une mutation d’un des gènes du système BAC 

(à l’exception de pa3729) ce dernier fût supposé participer à la sécrétion de rhamnolipides 

(Figure 28, à gauche). Aussi, d’après l’homologie entre BacB et PpsA, une protéine impliquée 

dans la réponse au stress chez E. coli, la seconde hypothèse concernait une probable 

transmission d’un signal de stress à travers les différents acteurs Bac (Figure 28, à droite).   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 28 | Les hypothèses du fonctionnement du système BAC.  
(Ben Mlouka, 2014) 

Mon projet de recherche s’inscrit dans la continuité de ces études avec comme objectif général 

la caractérisation de la fonction des protéines du système BAC. 

 

Les travaux précédents se sont effectués à la fois chez PAO1 et PA14 démontrant que le 

système BAC est homologue entre ces deux souches (Figure 29).   
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Figure 29 | Homologie des gènes du système BAC chez PAO1 et PA14. 
Alignement réalisé avec Clustal Omega. Les séquences ont été récupérées à partir de la base de 
données Pseudomonas Genome Database (www.pseudomonas.com). Le pourcentage d’identité a été 
calculé avec le logiciel Jalview. 

 

Les travaux présentés ont été réalisés sur la souche PA14, souche connue pour sa forte 

pathogénicité et sa capacité à former des biofilms épais. Dans les parties suivantes, les 

protéines du système seront nommées selon leur nomenclature présentée dans le tableau 2.  

Les résultats présentés ci-dessous sont divisés en 3 parties, la troisième étant divisée en deux 

chapitres :  

Partie 1 : Étude approfondie de la protéine BacA 

Partie 2 : Analyse bio-informatique approfondie, lien avec la littérature et tentative 

d’annotation fonctionnelle des protéines BAC 

Partie 3 : Explorations préliminaires des protéines BacB et BacD 

• Partie 3 – Chapitre 1 : La protéine BacB  

• Partie 3 – Chapitre 2 : La protéine BacD et premières investigations des lipid rafts de 

P. aeruginosa 

 

 

 

 

  

http://www.pseudomonas.com/


 

  



 

  

Partie 1 : 
Étude approfondie de la 

protéine BacA
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I. Contexte et objectifs de l’étude  

Les travaux du Dr. Camille Macé sur la protéine BacB, ont démontré son implication dans la 

pathogénicité de P. aeruginosa. Il s’avère aussi que cette protéine partage des similitudes 

avec la protéine PspA (Phage shock protein A) d’E. coli (Macé et al., 2008). La protéine PspA 

fait partie du système Psp, un système de réponse au stress d’enveloppe cellulaire ou CESR 

(cell envelope stress response). La protéine PspA a été nommée ainsi, suite à son 

accumulation lors d’une infection par des phages filamenteux (Brissette et al., 1990). Depuis, 

6 autres protéines ont été découvertes et le système formé par ces dernières a conservé le 

nom « Psp ». Le système Psp est donc composé de 7 protéines : PspA, B, C, D, E, F et G. 

Les cinq premières sont codées en opéron nommé pspABCDE tandis que PspF et PspG sont 

codées respectivement par pspF et pspG.  

Lorsque l’on compare les autres protéines BAC aux protéines du système Psp, aucune 

homologie de séquence n’est retrouvée. 

 

Lors de ses travaux de thèse, le Dr. Saffiedine a mis en évidence de fortes interactions entre 

les protéines BacA et BacB (Saffiedine, 2019). Mes travaux de thèse se sont donc, dans un 

premier temps, centrés sur la protéine BacA.  

L’étude de BacA a débuté par des tests phénotypiques en lien avec la formation de biofilm en 

utilisant une souche déficiente pour le gène PA14_16140 (nommée par la suite ∆bacA). Cette 

souche provient d’une collection de mutants disponible au PBS. Cette collection a été créée 

grâce à l’insertion d’un transposon (Liberati et al., 2006). Avant toute étude, la bonne insertion 

de ce dernier dans le gène PA14_16140 a été vérifiée.  

Pour comprendre les mécanismes impliqués dans les phénotypiques observés dans cette 

étude, le protéome total de la souche WT cultivée en biofilm a été comparé à celui de la souche 

∆bacA. Cette étude protéomique quantitative a été effectuée selon une approche label-free 

(Figure 30). Les peptides ont été analysés par nLC-MS/MS grâce au spectromètre de masse 

Q-Exactive Plus. La quantification et l’identification des protéines ont été effectuées grâce au 

logiciel Progenesis.  Les spectres MS/MS sont utilisés pour l’identification tandis que les cartes 

peptidiques (temps de rétention en fonction du rapport m/z) ont été comparées pour la 

quantification.  
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Figure 30 | Stratégie employée pour l’étude quantitative du protéome des biofilms formés par la 
souche WT et ∆bacA selon l’approche label-free. 
 

Sur un total de 1702 protéines identifiées, environ 200 ont présenté des différences 

d’abondances significatives entre les deux souches. L’étude approfondie du jeu de données, 

a mis en lumière un groupe de protéines dérégulées pouvant expliquer les phénotypes 

observés. En parallèle, d’autres protéines significativement dérégulées nous ont aussi permis 

de formuler deux nouvelles hypothèses concernant le système BAC. La première concerne 

son organisation génétique et la seconde concerne le rôle de BacA. Pour confirmer la première 

hypothèse, une RT-PCR a été réalisée en collaboration avec la Dr. Marie-Christine KIEFFER-

MEYER (Laboratoire GlycoMEV, Université de Rouen Normandie). Pour la seconde, nous 

avons d’abord mené une étude bio-informatique sur la protéine BacA puis réalisé une étude 

structurale par cristallographie, en collaboration avec la Dr. Isabelle BROUTIN (Laboratoire 

CiTCoM, UMR-8038 CNRS, Université Paris Cité).  

 

L’ensemble de ces travaux a fait l’objet d’un article intitulé « BacA : a possible regulator that 

contributes to the pathogenicity of Pseudomonas aeruginosa » qui a été soumis dans le journal 

Frontiers in Microbiology.    
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II. Article : BacA : a possible regulator that contributes to the pathogenicity of 
Pseudomonas aeruginosa  
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Figure 1. Decrease of rhamnolipid secretion. 

(A) Extracted Ion Chromatogram (EIC) peaks detected for the most abundant rhamnolipids collected 

from bacterial cultures. (B) Molecular representation of the expected fragmentation pattern of the Rha-

Rha-C10-C10 (m/z 649.38). (C) Calibration curve obtained from commercial rhamnolipids. The EIC areas 

were measured from MS data for all detected rhamnolipids injected at concentrations covering nearly 2 

orders of magnitude (2.5, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 75, 100 ng). (D) Rhamnolipid quantification in 

supernatants of 24 h or 48 h culture of the WT strain and the bacA mutant. Data are expressed as mean 

values (±SEM) from three independent biological experiments (****p<0.0001, 2way ANOVA). 
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Figure 2. Differential phenotypic traits. 

(A) Swarming motility assay in agar plates after 16 h of incubation at 37°C. (B) Resulting covered 

distances for the WT and ∆bacA (**p<0.01). (C) Quantitative comparison of biofilm biovolume 

(µm3/µm2) based on the integration of microscopy images. Data represent mean values (±SEM) from at 

least three independent biological experiments (ns: non-significant; *p<0.05; ****p<0.0001). (D) 

Representative confocal microscopy images of P. aeruginosa WT and ∆bacA biofilms labeled with 

Syto9. (E) Representative CLSM images of A549 cell layers after 2 h of incubation with the WT or the 

mutant. The nucleus (in blue) and actin (in pink) were labeled with DAPI and phalloidin rhodamine, 

respectively. (F) Percentage of adhesion after 2 h of contact with the WT and the mutant. Data represent 

mean values (±SEM) from at least eight independent biological experiments (**p<0.01). 
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Figure 3. Differential quantitative proteomic analyses of WT strain and ∆bacA mutant grown as 

biofilms.  

(A) Volcano plot representation of differential proteomics analysis. Circles representing proteins are 

placed according to their statistical p-value and their relative abundance ratio (log 2-fold change). Grey 

circles correspond to proteins that do not present significant differential abundance. (B) Classification 

of the differentially represented proteins (under-represented on the left and over-represented in the right) 

according to their biological processes using the Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genomes (KEGG) 

pathway database. (C) Protein-protein interaction network for proteins displaying the most pronounced 

differential abundances between the P. aeruginosa WT strain and the ∆bacA mutant grown as biofilm. 

Nodes are colored according to protein abundance: red color corresponds to accumulated proteins in the 

mutant whereas blue color is used for proteins of decreased abundance. Edges indicate protein-protein 

interactions. 
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Figure 4. BAC system is coding by an operon of 6 genes regulated by a σ54 sigma factor.   

(A) Electrophoretic gel from RT-PCR experiment. Lane 1: transcript bacA-bacB, lane 2: transcript 

bacB-bacC, lane 3: transcript bacC-bacD, lane 4: transcript bacD-PA14_16190, lane 5: transcript 

PA14_16190-16200, lane M: 100 bp ladder molecular size marker (bp). (B) Organization of the bac 

operon.  

 

 

Figure 5. Crystallographic structure of BacA.   

(A) Schematic representation of the DUF2170 domain identified using Interpro database. (B) Structure 

of one of the two dimers of BacA, reconstructed after application of the crystallographic symmetries. 

The 3D structure is oriented in order to highlight the regions expected to interact with the polypeptide 

it is supposed to chaperon as solved in the structure of two other complexes involving a chaperon 

CesT/Tir (5wez) and ExsC/ExsE (3kxy). The two monomers are coloured in blue and green respectively. 

One molecule of glycerol has been identified in the structure, localized in the pocket formed by four 

residues (Tyr-72, Phe-84, Glu-95, Leu-97) in the hollow of the concave beta sheet. The two residues 

solved in two alternative positions (Glu-90, His-155, see main text) are also indicated. The interacting 

molecules in B, C and D are coloured in yellow. The missing loop 130-136 is schematized as a dotted 

line. (C) Crystal structure of the Tir-CesT effector-chaperone complex (left part) and of the ExsC-ExsE 

Complex (right part). The PDB numbers and structures presented were obtained from the PDB website 

(https://www.rcsb.org/).  

https://www.rcsb.org/


Projet de recherche – Partie 1 : Étude approfondie de la protéine BacA 

106 
 

Supplementary Material 

 

BacA :  a new regulator that contributes to the pathogenicity of 

Pseudomonas aeruginosa   

Lisa WALLART1, Mohamed Amine BEN MLOUKA1,2, Brahim SAFFIEDINE1, Laurent 

COQUET1,2, Hung LE1,2, Julie HARDOUIN1,2, Thierry JOUENNE1, Gilles PHAN3, Marie-

Christine KEIFFER-MEYER4, Eric GIRARD5, Isabelle BROUTIN3, Pascal COSETTE1,2, * 

 
1 Polymers, Biopolymers Surface Laboratory, UMR 6270 CNRS, Normandie Univ, UNIROUEN, INSA 

Rouen, Mont-Saint-Aignan, France 
2 HeRacLeS-PISSARO, INSERM US 51, CNRS UAR 2026, Normandie Univ, Mont-Saint-Aignan, 

France 
3 CiTCoM, CNRS, Université Paris Cité, Paris, France 
4 Glyco-MeV Laboratory, SFR NORVEGE FED 4277, Carnot I2C, IRIB, Normandie Univ, 

UNIROUEN, Rouen, France 
5 IBS, UMR 5075 CEA CNRS UJF, Grenoble, France 

 
* Correspondence :  

Pr. P. Cosette 

pascal.cosette@univ-rouen.fr  

 

 

Supplementary Figure 1. Verification of the bacA mutant.  

(A) MARxT7 transposon insertion verification. Lane 1: bacA mutated, lane 2: wild-type bacA, 

lane M: 100 bp ladder molecular size marker (bp). (B) Growth curves of the WT strain and 

bacA mutant in LB under 140 rpm at 37°C. Data represent mean values (±SEM) from three 

independent biological experiments.  

 

 

mailto:pascal.cosette@univ-rouen.fr
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Supplementary Figure 2. Impact of the bacA mutation on the rhamnolipids secretion.  

(A) Impact of the bacA mutation on rhamnolipid production. Rhamnolipids were detected by 

LC-MS/MS from supernatants of LB culture at specific times of growth. Data represent mean 

values (±SEM) from three independent biological experiments (ns, non-significant, 2way 

ANOVA test)). (B) Amount (log scale) of the two most abundant rhamnolipids, i.e the Rha-C10-

C10 (R1) and the Rha-Rha-C10-C10 (R2). Data represent mean values (±SEM) from three 

independent biological experiments (**p=0.01 ; *p<0.05, Student’s t-test). 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 3. Quantification of A549 cellular density after 2 h of infection with P. 

aeruginosa WT and bacA mutant, based on fluorescence measurements from confocal 

microscopy images. Quantification were realised from at least ten acquisitions from four 

independent biological experiments (**p<0,01). 
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Supplementary Figure 4. (A) Comparison of the BacA 3D-structure obtained by 

crystallography with numerous secretion type-III chaperones or genetic regulator proteins. The 

PDB numbers and structures presented were obtained from the PDB website 

(https://www.rcsb.org/). The protein ShcA (4gt6) is not represented because it is not available 

in dimer without its interacting ligand.  (B) Structure of the two monomers of BacA present in 

the crystallographic asymmetric unit represented in two different green. The two dimers are 

reconstituted by application of the first order symmetry axis of the space group P6522 

(symmetry-generated monomer B called monomerB-sym (blue) and symmetry-generated 

monomer A called monomerA-sym (rainbow). Molecules of Tb-Xo4 are represented in light-

pink sticks. The amino-acids making direct contacts with Tb-Xo4 are represented in sticks, in 

the same colour as the monomer they belong to (N-terminus and Trp-39 from the monomerA-

sym in blue, Glu-112 from molecule B in green, and Arg-136 from the monomer-sym in blue). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.rcsb.org/
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Table S1. Primers used in this study.  

 

Primer name Sequence (5’>3’) Amplicon size (bp) 

PCR 

PA14_WT_F GCTCATTTGGAGAAGGAGGAAGAC 

478 
PA14_WT_R TTTCAGGTAGCCGGCGTAGACTT 

PA14_∆16140_F GCTCATTTGGAGAAGGAGGAAGAC 

1472 

PA14_∆16140_R TTTCAGGTAGCCGGCGTAGACTT 

RT-PCR 

PA14_16140/50_F TTCAACGAAGAGGTCCTGCT 
233 

PA14_16140/50_R AGCTTGCTCCATACCGTCAT 

PA14_16150/60_F TACGGCAACTCGAAGAGCAA 
497 

PA14_16150/60_R ACGCCGTTGAGTTTCAGCTT 

PA14_16160/80_F CCGGGCTGATCCTGAAAGTT 
635 

PA14_16160/80_R GATCACCTCGATGATGCGGT 

PA14_16180/90_F CGAGGGCGACTTCTTCAACT 
557 

PA14_16180/90_R GCGATGCAGTTGTTTTCGGT 

PA14_16190/20_F TGATCAAGGTGATGGACCGC 
501 

PA14_16190/20_R GTCCAATCCGTCGAAGTCCA 
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Table S2: Data recording and refinements statistics for the dataset recorded on the 

PX1 beamline at the synchrotron SOLEIL. (Data from the highest resolution bin are in 

parentheses). 

 

Data collection and integration statistics BacA-TB-XO4 

Wavelength (Å) 1.649 

space group P6(5)22 

Cell parameters (Å) a = b; c 68.86; 281.07 

Matthews coefficient (Å3/Da) 2.93 

Percentage of solvent (%) 58.0 

Resolution limits (Å) 46.85 - 2.7 Å (2.83-2.70) 

No of measured reflections 434678 (56933) 

No of unique reflections 11686 (1478) 

Rmerge (%)a 16.9 (109.9) 

Rpim (%) 3.7 (24.3) 

CC1/2 (%) 99.9 (95.4) 

Completeness (%) 99.70 (99.3) 

Redundancy 21.40 (21.10) 

I/σ(I) 22.9 (5.0) 

Anomalous measurability limit (Å) 2.82 

Figure of merit 0.829 

Phase error (°) 32.27 

B Wilson (Å2) 40.66 

Refinement statistics by resolution 46.85 - 2.7 Å 

Rwork/Rfree (% / %) 21.03/26.88 

No of used reflections 11472 

No of refined atoms 2199 

No of amino-acids 276 

No of water molecules 27 

No of alternates positions 2 

No of additives 2 

rms bonds deviation (Å) 0.011 

rms angle deviation (°) 0.575 

Average thermal B factors (Å2) 46.96 

Ligands thermal B factors (Å2) 75.54 

Ramachandran Favored (%) 95.52 

Ramachandran Outliers (%) 0.75 

 

(a) Rmerge is the standard agreement factor = ∑hkl∑j (|Ihkl,j−<Ihkl>|) / ∑hkl∑j (Ihkl,j), and 

Rpim is the precision-indicating merging R-factor = ∑Hp(1/(n-1)∑j (|IH,j−<IH>|) / ∑H∑j (IH,j). 

The Rmerge was always rather high but trusting on the Rpim was always the guideline for data 

quality. 
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La Table S3. étant volumineuse, elle est consultable à l’annexe 1.  

 

Table S4. Structural homology search using I-TASSER with the BacA as query 

 

Position PDB 
TM-

score 
RMSD Description Organism DOI 

1 1jyo 0.792 1.88 
SicP, Type-III 

secretion chaperone 
Salmonella 

enterica  

10.1038/3510
2073 

2 6vu7 0.732 2.55 
YbjN, putative 

transcription regulator 
Escherichia 

coli  

 

3 3kxy 0.723 2.44 

ExsC, Type-III 
secretion 

chaperone/transcripti
on regulator 

Pseudomon
as 

aeruginosa 

10.1021/bi100
432e 

4 5fr7 0.718 2.77 
AmyR, amylovoran 

repressor, YbjN 
protein family 

Erwinia 
amylovora  

10.1371/journ
al.pone.01760

49 

5 3epu 0.703 2.50 
STM2138, Type-III 

secretion chaperone 
Salmonella 

enterica  

 

6 4g6t 0.7 2.40 
ShcA, Type-III 

secretion chaperone 
Pseudomon
as syringae  

10.1128/JB.01
621-12 

7 2plg 0.68 2.79 
T110839, putative 

sensory transduction 
regulator 

Synechococ
cus 

elongatus 

10.1074/jbc.M
400077200 

8 4h5b 0.678 2.62 
DR_1245, YbjN 

domain-containing 
protein 

Deinococcus 
radiodurans 

10.1371/journ
al.pone.00565

58 

9 2fm8 0.670 3.01 
InvB, Type-III 

secretion chaperone 
Salmonella 

enterica  

10.1016/j.mol
cel.2006.01.0

26 

10 1ry9 0.653 3.07 
Spa15, Type III 

secretion chaperone 
Shigella 
flexneri 

10.1038/sj.em
bor.7400144 

 

 

 

 

 

https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Salmonella%20enterica%20subsp.%20enterica%20serovar%20Typhimurium
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Salmonella%20enterica%20subsp.%20enterica%20serovar%20Typhimurium
http://dx.doi.org/10.1038/35102073
http://dx.doi.org/10.1038/35102073
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Escherichia%20coli%2055989
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Escherichia%20coli%2055989
http://dx.doi.org/10.1021/bi100432e
http://dx.doi.org/10.1021/bi100432e
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Erwinia%20amylovora%20CFBP1430
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Erwinia%20amylovora%20CFBP1430
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0176049
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0176049
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0176049
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Salmonella%20enterica%20subsp.%20enterica%20serovar%20Typhimurium
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Salmonella%20enterica%20subsp.%20enterica%20serovar%20Typhimurium
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Pseudomonas%20syringae%20pv.%20tomato%20str.%20DC3000
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Pseudomonas%20syringae%20pv.%20tomato%20str.%20DC3000
http://dx.doi.org/10.1128/JB.01621-12
http://dx.doi.org/10.1128/JB.01621-12
https://doi.org/10.1074/jbc.m400077200
https://doi.org/10.1074/jbc.m400077200
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0056558
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0056558
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0056558
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Salmonella%20enterica%20subsp.%20enterica%20serovar%20Typhimurium
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Salmonella%20enterica%20subsp.%20enterica%20serovar%20Typhimurium
http://dx.doi.org/10.1016/j.molcel.2006.01.026
http://dx.doi.org/10.1016/j.molcel.2006.01.026
http://dx.doi.org/10.1016/j.molcel.2006.01.026
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Shigella%20flexneri
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Shigella%20flexneri
http://dx.doi.org/10.1038/sj.embor.7400144
http://dx.doi.org/10.1038/sj.embor.7400144


Projet de recherche – Partie 1 : Étude approfondie de la protéine BacA 

112 
 

III. Discussion et conclusion  

Lors de sa découverte, le système BAC était à l’origine un cluster de 4 protéines : BacA, BacB, 

BacC et BacD, toutes de fonction et de structure inconnues. L’étude de BacB avait démontré 

l’implication de ce système dans la pathogénicité et dans la formation de biofilm. Les travaux 

effectués ici sur BacA renforcent cette hypothèse au regard des phénotypes observés lorsque 

le gène PA14_16140 est muté. Comme évoqué dans le chapitre 2 de la partie bibliographique, 

la formation de biofilm est un processus complexe qui fait intervenir plusieurs acteurs. La 

diminution de la sécrétion des rhamnolipides et la perte de mobilité swarming du mutant 

participent probablement à la déstructuration du biofilm et à sa faible épaisseur observée.  

L’utilisation de la protéomique a montré ici tout son intérêt. D’abord menée dans le but de 

comprendre les phénotypes observés, elle a, dans le même temps, mis en lumière de 

nouvelles pistes d’études.   

La première découverte concerne l’organisation génique du cluster bac qui est finalement 

composé de 6 gènes organisés en opéron appelé bacABCDEF. En amont de cet opéron se 

trouve un site de fixation au facteur sigma σ54. Ceci sous-entend que la transcription de 

bacABCDEF se fait en réponse à des stimuli environnementaux. Ainsi, on retrouve là encore 

des similitudes avec le système Psp d’E. coli, l’expression de pspA étant sous le contrôle du 

facteur sigma σ54.  

L’autre découverte majeure concerne le potentiel rôle de BacA. BacA est la première DUF2170 

caractérisée chez P. aeruginosa, mais aussi la première DUF2170 dont la structure est 

élucidée grâce à nos travaux. D’après les résultats bio-informatiques et sa structure, BacA 

semble posséder un rôle hybride de régulateur et de chaperonne.  

À ce jour, il existe très peu d’informations dans la littérature concernant les protéines DUF2170. 

La superfamille DUF pour « domain of unknow function », regroupe toutes les protéines dont 

la fonction n’est pas caractérisée. Peu de littérature concerne ces domaines mais il s’est avéré 

que les DUF sont conservés et parfois essentiels à la fonction de la protéine (Goodacre et al., 

2013). 

 

Les rares fois où ce domaine a été mentionné c’est lors d’une étude phylogénétique réalisée 

sur PspA par l’équipe de Ravi et collaborateurs (Ravi et al., 2020). Les environnements 

géniques qui entourent le gène codant pour une PspA homologue sont extrêmement variés et 

deux, identifiés chez les protéobactéries, coïncident avec nos premiers résultats. Ils possèdent 

un gène codant une chaperonne « CesT-Tir-DUF2170 » suivie d’un gène codant pour une 

protéine PspA homologue.  

Le premier contexte génique est retrouvé chez Shewanella oneidensis. Cependant il code une 

spermidine synthase, ce qui n’est pas le cas du système BAC. Il reste donc le second contexte 
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génique décrit chez Dokdonia donghaensis mais sur lequel aucune donnée expérimentale 

n’existe. 

 

Nous avons néanmoins comparé le contexte génique de D. donghaensis à notre système et 

ce grâce à des outils bio-informatiques. Cette étude fait l’objet de la partie 2.  
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I. La bio-informatique comme premier outil de réponse à une question 
biologique 

La bio-informatique est un outil développé à l’origine par les informaticiens pour répondre aux 

questions des biologistes. Elle se situe donc à la frontière entre l’informatique et la biologie. 

Les progrès des techniques d’analyses ont considérablement augmenté la quantité de 

données et ce dans tous les domaines (génomique, transcriptomique, protéomique, 

métabolomique). Cette quantité massive de données devait être stockée et consultable. C’est 

dans ce contexte que les banques de données ont vu le jour. On distingue deux types de 

bases de données : les primaires et les secondaires.  

Les bases de données primaires, aussi appelées généralistes, gèrent, archivent et mettent à 

disposition des données expérimentales qui proviennent de tous les champs d’applications. À 

l’inverse, les bases de données secondaires, aussi appelées spécialisées, gèrent des 

ressources dédiées à un seul type d’organisme ou à une thématique donnée. Ici nous 

évoquerons de façon non exhaustive uniquement les bases de données en lien avec l’étude 

des protéines. Il faut noter que certaines banques sont spécialisées dans les études des 

eucaryotes, des procaryotes ou des plantes. 

Les banques de données primaires sont généralement des banques de séquences protéiques. 

Pendant de nombreuses années trois banques ont existé. La banque Swiss-Prot qui possède 

une excellente qualité d’annotation (Boeckmann et al., 2003), la banque TrEMBL qui contient 

des séquences protéiques obtenues in silico et la banque PIR (protein information resource) 

qui fût la première à proposer une classification des séquences protéiques selon les degrés 

de similarité (Wu et al., 2003). En 2002, ces banques se sont regroupées sous l’initiative d’un 

consortium international, afin de créer la banque UniProt (Universal Protein resource) (UniProt 

Consortium, 2008). Dans le domaine structural, la banque de données de référence est la PDB 

(protein data bank), elle archive toutes les structures des protéines élucidées mais aussi celles 

de quelques ARNt (Berman et al., 2000).  

Les interfaces de ces banques sont assez similaires et contiennent plusieurs entrées : i) les 

informations générales avec un identifiant unique, un numéro d’accession, une définition et la 

taxonomie, ii) les références bibliographiques, s’il y en a, associées à la séquence et iii) les 

annotations biologiques appelées « features » (caractéristiques).  

La consultation de ces banques de données est généralement le point de départ pour 

caractériser de façon exhaustive une protéine ou un groupe de protéines d’intérêt. Lorsqu’une 

protéine est inconnue (aussi appelée hypothétique), les données bio-informatiques sont très 

utiles pour émettre des hypothèses quant à sa structure et/ou sa fonction.  Il est cependant 
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indispensable de vérifier expérimentalement ces prédictions bio-informatiques afin de 

confirmer ces hypothèses. 

Il existe une multitude de base de données et il est aujourd’hui difficile de les catégoriser. En 

effet, certains outils intègrent à la fois une base de données, un outil d’interrogation et un outil 

de navigation dans le génome. Pour ne pas se perdre dans ce flux de données et avant de 

mener toute étude bio-informatique il est important de savoir à quelle question biologique la 

prédiction bio-informatique doit répondre.  

Les outils utilisés pour cette étude sont listés dans la partie Matériel et Méthode (cf Matériel et 

Méthode – Section VIII.) 

II. Contexte et objectifs de l’étude 

Compte tenu des similitudes observées entre le système BAC et le système Psp présent chez 

D. donghaensis et les protéobactéries en général, une étude comparative a été menée sur ces 

deux systèmes.  

Ce système Psp comprend : i) un gène codant une protéine chaperonne contenant un domaine 

DUF2170, ii) un gène codant une protéine homologue à PspA, iii) un gène codant une protéine 

contenant un domaine transmembranaire, un domaine Band7, une région coiled-coil et un 

domaine flotilline, iv) un gène codant une protéine à activité ATPase AAA+ et une extrémité 

N-terminale formée de région coiled-coil et de répétition de brins-β, v) un gène codant une 

protéine à trois domaines transmembranaires et présentant des similitudes avec la protéine 

YqiJ d’E. coli ou YuaF de B. subtilis. Enfin, chez certaines protéobactéries, un gène codant 

une phospholipase D est aussi présent.  

En l’état actuel de nos connaissances, le système BAC implique BacA (une DUF2170), BacB 

qui s’apparente à une PspA, BacC prédite comme une protéine de la membrane 

cytoplasmique et BacD localisée expérimentalement dans la membrane externe (Ben Mlouka, 

2014; Macé et al., 2008; Saffiedine, 2019). Nous n’avons aucune information sur les deux 

protéines nouvellement découvertes : BacE et BacF. 

L’étude bio-informatique a été réalisée sur BacB, BacC, BacD, BacE et BacF. La stratégie 

employée a été identique pour toutes les protéines (Figure 31). La séquence en acides aminés 

de chacune des protéines a été obtenue à partir de la base de données Pseudomonas 

Genome Database (souche Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14 - Assembly 

GCF_000014625.1.) ou Uniprot et a été ensuite analysée par les outils bio-informatique 

choisis en amont.  
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Dans notre cas, nous avons choisi PSORTb (version 3.0), Phobius et DeepTMHMM (version 

1.0.24) pour prédire la topologie et la localisation cellulaire et Interpro (version 96.0) pour la 

prédiction de domaines fonctionnels. Les structures secondaires et tertiaires ont été prédites 

respectivement par PSiPRED (version 4.0) et les logiciels de modeling ou AlphaFold. 

 

Figure 31 | Stratégie employée pour l’étude bio-informatique des protéines du système BAC.  
AA : acides aminés 

 

III. Résultats 

III.1 La protéine BacB 

D’après la base de données Pseudomonas Genome Database, le gène PA14_16150 code 

une protéine de 24,9 kDa et de 231 acides aminées. Sur la base de données Uniprot, BacB 

est annotée comme une « putative phage shock protein ». Cette annotation est à l’état « 

unreviewed » car elle provient de la base de données TrEMBL, dont les annotations ne sont 

pas vérifiées.  

La protéine BacB est prédite comme cytoplasmique (indice de confiance de 8,96/10 soit au-

dessus du score de 7,5 conseillé comme étant le score minimum pour un résultat fiable). Le 

même résultat est obtenu avec DeepTMHMM (probabilité de 1/1). Phobius prédit BacB comme 

non cytoplasmique mais n’identifie pas de domaine transmembranaire ni de peptide signal, ce 

qui semble peu cohérent (annexe 2). Néanmoins, le Dr. Ben Mlouka, dans ces travaux de 

thèse, l’a localisé dans tous les compartiments cellulaires grâce à une analyse protéomique 

effectuée dans chacun des compartiments cellulaires (Ben Mlouka, 2014). 
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La protéine BacB contient un domaine « PspA/IM30 » qui parcourt pratiquement toute la 

protéine (en bleu, IPR007157). Au sein de ce domaine, se trouve une région coiled-coil (en 

orange). La dernière zone grisée n’a pas reçu d’annotation par les logiciels de prédiction 

(Figure 32). 

 

 

Figure 32 | BacB contient un domaine PspA/IM30. 

 

Les régions coiled-coil adoptent une structure où plusieurs hélices  se « surenroulent ». Ces 

régions sont connues comme permettant une dimérisation voire une trimérisation des chaînes 

peptidiques. Ces régions sont notamment observées chez des protéines structurales et des 

protéines régulatrices.  

 

La présence du domaine PspA/IM30, suppose que BacB pourrait être un nouveau membre de 

la famille PspA/IM30. Cette famille regroupe toutes les protéines (provenant de la base de 

données Uniprot) considérées comme des PspA homologues, certaines sont simplement 

annotées bio-informatiquement et pour d’autres la prédiction a été vérifiée expérimentalement. 

En cherchant dans la base de données Interpro le mot clé « PspA/IM30 » (IPR007157), il 

existe à ce jour environ 26 000 protéines annotées, tout règne confondu. Seulement 15 sont 

à l’état « reviewed » dont les plus connues sont PspA et Vipp1. 

La protéine PspA, pour « phage shock protein A », d’une une masse de 25,5 kDa est 

cytoplasmique mais parfois localisée à la périphérie de la membrane. 

La protéine Vipp1 (vesicle-inducing protein in plastids 1) est l’homologue de PspA chez les 

plantes. Elle est retrouvée dans les chloroplastes et chez les cyanobactéries et joue un rôle 

important dans la formation et le maintien de la membrane des thylakoïdes (Heidrich et al., 

2017). Les thylakoïdes, situés à l’intérieur des chloroplastes, sont des compartiments 

contenant la chlorophylle et impliqués dans la photosynthèse. Lors de sa découverte en 1994, 

elle est d’abord nommée IM30 pour « inner membrane 30kDa » (H. Li et al., 1994). Plus tard, 

en 2001, elle fût renommée Vipp1, car la délétion de son gène empêcherait la formation de 

vésicules à faible température chez Arabidopsis thaliana (A. thaliana) (Kroll et al., 2001). En 

revanche, aucunes données supplémentaires récentes ne sont venues confirmer ce résultat. 

http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/InterPro/IPR007157/
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Ainsi, même si certains auteurs l’appellent encore IM30 ou bien Vipp1, nous avons choisi de 

conserver Vipp1, car c’est ainsi qu’elle est annotée dans les bases de données.  

Nous avons donc vérifié si BacB était homologue aux protéines qui composent cette famille. 

Pour réaliser l’alignement, nous avons sélectionné des protéines provenant de règnes divers 

et dont les données expérimentales valident leur annotation bio-informatique « PspA/IM30 ». 

Dans la liste se trouvent PspA d’E. coli (souche K12), LiaH de B. subtilis (souche 168), PspA 

de Y. pseudotuberculosis, PspA de M. tuberculosis (souche H37Ra), sll0617 de Synechocystis 

sp. (Souche PCC6803 / Kazusa), Snf7 de S. cerevisiae (Baker’s yeast) et Vipp1 d’A. thaliana. 

D’après l’alignement (Figure 33a), quelques acides aminés majoritairement hydrophobes sont 

conservés à plus de 80% et seule l’alanine, surlignée en rouge, est conservée dans toutes les 

séquences. En dehors de ces acides aminés, la majorité des résidus sont peu ou pas 

conservés. Cela se traduit d’ailleurs par de faibles pourcentages d’identité (Figure 33b). C’est 

avec Vipp1 et sll0617 que BacB partage le plus d’identité de séquence avec 22,48% et 

22,37%, respectivement (Figure 33b).  

Ces faibles pourcentages d’identité ne sont pas surprenants car ils sont aussi retrouvés entre 

toutes les autres protéines prises deux à deux (données non présentées). Par exemple, Vipp1 

et PspA n’ont que 27,87% d’identité de séquence. L’exception concerne PspA d’E. coli et PspA 

de Y. pseudotuberculosis avec 78,28% d’identité de séquence.  
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a 

 

b 

 

Figure 33 | Comparaison entre les protéines de la famille PspA/IM30. 
Alignement réalisé avec Clustal Omega et modifié à l’aide de Jalview (A. M. Waterhouse et al., 2009) (a). 
Pourcentage d’identité entre la protéine BacB et les autres protéines de l’étude (b). Les résidus sont 
coloriés selon leur pourcentage d’identité (option BLOSUM62 score). Les régions à forte similarité sont 
encadrées en pointillé noir.   
 

Les membres de la famille PspA/IM30 sont connus pour leur faible homologie de séquence et 

leur forte homologie de structure. Parmi les 15 protéines « reviewed », seules Vipp1 

(accession PDB 6ZVR, (J. Liu et al., 2021)) et PspA (accession PDB 7ABK, (Junglas et al., 

2021)) ont leur structure partiellement élucidée. Les structures secondaires et tertiaires de 

BacB ont été prédites puis comparées à celles de Vipp1 et PspA. Pour la comparaison des 

structures tertiaires ce sont les modèles prédits par Swiss-Model qui ont été utilisés.  
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Figure 34 | La protéine BacB est un homologue structural des protéines PspA et Vipp1. 

Les structures de PspA et Vipp1 ont été obtenues à partir des accessions PDB indiquées dans la figure. 

Les structures ont été modifiées grâce au logiciel Mol*(Star). L’hélice 1 de PspA et 7 de Vipp1 ne 
sont pas représentées par manque de données cristallographiques.  
 

Comme PspA et Vipp1, BacB est composée uniquement de structures en hélice , qui 

couvrent environ 85% de la protéine. En détails, ce sont 6 hélices, chacune séparée par des 

régions non structurées, qui parcourent BacB. Ces prédictions sont en accord avec les 

résultats du dichroïsme circulaire réalisé durant les travaux du Dr. Macé (Macé et al., 2008). 

Ces structures secondaires sont fortement similaires à celles de Vipp1 et PspA mais aussi à 

l’ensemble des membres de la famille PspA/IM30 (Figure 34, premier rectangle et annexe 2). 
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En effet, tous les membres de cette famille possèdent cette organisation hélicoïdale 

conservée, d’environ 220 acides aminées, désignée sous le terme de domaine PspA 

(Westphal et al., 2001). L’analyse phylogénétique de Westphal et collaborateurs, a démontré 

que Vipp1 proviendrait à l’origine d’une duplication de gène pspA de E. coli. Ces deux 

protéines partagent une faible identité de séquence mais possèdent une structure secondaire 

fortement conservée (Bultema et al., 2010). Ainsi l’extrémité N-terminale de Vipp1 composée 

de 6 hélices , sera renommée « domaine PspA ». La protéine Vipp1 contient une 7ème hélice 

 au niveau de son extrémité C-terminale (Otters et al., 2013; Westphal et al., 2001).  

 

D’après le domaine PspA/IM30 identifié précédemment et les fortes similitudes de structures 

secondaires, BacB semble aussi posséder ce domaine PspA.   

La première tentative de modélisation de la structure tertiaire de BacB sur Swiss-Model a 

généré deux modèles de conformation très proches. Pour générer les modèles N°1 et N°2, le 

logiciel a choisi comme template les structures hélicoïdales de PspA et de Vipp1, 

respectivement. Pour ces deux modèles, on trouve les 6 hélices  ce qui corrèle avec les 

prédictions PSiPRED. Ces hélices sont séparées par des coudes c’est-à-dire des 

changements brutaux de direction du squelette protéique, ici colorés en gris sur la Figure 34 

(rectangle du milieu). Ainsi, les hélices 1, 5 et 6 sont perpendiculaires aux hélices 2, 3 

et 4. Les hélices 2 et 3 apparaissent surenroulées ce qui coïncide avec la région coiled-

coil identifiée précédemment (Figure 34, rectangle du milieu).  

Les scores GMQE (global model quality estimate) et QMEAN estiment entre 0 et 1 la qualité 

du modèle généré en sachant que plus le score est proche de 1 plus le modèle est fiable. Le 

score GMQE est dépendant du pourcentage de recouvrement obtenu lors de l’alignement des 

séquences de notre protéine et du template. Le score QMEAN est quant à lui indépendant du 

pourcentage de recouvrement et estime la déviation (en pourcentage) de chaque résidu et de 

la structure entière par rapport à la structure native du template. Les deux modèles obtenus 

ont tous deux un QMEAN allant de 0,67 à 0,79 et un GMQE de 0,73 reflétant une modélisation 

de bonne qualité.  

Le choix des templates PspA et Vipp1 confirme que BacB, de par sa structure, pourrait être 

un membre de la famille PspA/IM30. L’homologie de structure la plus flagrante concerne le 

surenroulement des hélices 2 et 3 formants la région coiled-coil (Figure 34, dernier 

rectangle).   
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Ainsi, BacB possède donc toutes les caractéristiques communes aux membres de la famille 

PspA/IM30 : i) un domaine PspA/IM30, ii) une structure exclusivement hélicoïdale avec un 

domaine PspA à son extrémité N-terminale, iii) un surenroulement d’hélices  (Bultema et al., 

2010; H. Li et al., 1994; Otters et al., 2013). 

Cette structure fortement hélicoïdale n’est pas anodine. En effet, du fait de ces régions coiled-

coil, les membres de la famille PspA/IM30 possèdent une forte capacité à s’oligomériser 

(Aseeva et al., 2004; Bultema et al., 2010; Hankamer et al., 2004).  

L’équipe d’Hankamer fût la première à mettre en lumière un oligomère de PspA. Les 6 hélices 

 qui composent PspA lui confèrent des propriétés de super enroulement. La structure 

tridimensionnelle de la protéine PspA se présente sous la forme d’anneau composé de 9 

domaines parfaitement symétriques. Par chromatographie d’exclusion, la masse du complexe 

a été estimée à 1023 kDa, ce qui laisse penser que chacun des 9 domaines se compose de 4 

sous-unités de PspA (Figure 35).  

 

 

 

 

 
Figure 35 | Les différentes vues de la forme tridimensionnelle de l’oligomère PspA d’E. coli. 

(Hankamer et al., 2004) 

 

D’après les analyses structurales menées sur plusieurs formes tronquées de PspA, les hélices 

2 et 3, soit le surenroulement, sont cruciales pour la formation d’un hexamère, alors qu’avec 

l’hélice 1, elles forment un dimère. Ceci sous-entend que l’hélice 3 régulerait négativement 

la formation d’hexamère mais est cruciale pour la stabilisation du dimère. L’hélice 4 intervient 

quant à elle pour former un oligomère de 36 monomères de PspA (36mer) qui prend la forme 

d’un anneau. Pour former cette structure, l’hélice 4 connecterait les dimères entre eux 

(Elderkin et al., 2005; Joly et al., 2009). Concernant Vipp1, des oligomères ont déjà été 

visualisés et les régions protéiques impliquées dans l’oligomérisation sont les hélices 2, 3 

et la région contenant les hélices 4 à 6 (Thurotte & Schneider, 2019). 

Alors que la taille des structures formées par PspA peut atteindre environ 1 MDa, celle de 

Vipp1 varie énormément avec une taille maximale de 2 MDa. En effet, plusieurs états 

d’oligomérisation de Vipp1 ont été observés supposant que plusieurs monomères (ou petits 
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oligomères) s’assemblent. À l’image de PspA, Vipp1 se présente sous différentes formes : i) 

en monomère, ii) en petit oligomère et iii) en super complexe en forme d’anneau (Aseeva et 

al., 2004; Hankamer et al., 2004) (Figure 36A et B). Les dimères sont le plus petit état 

d’oligomérisation permettant l’assemblage. En s’assemblant ou en se désassemblant, ils 

forment ou réduisent une structure en forme de tige (Fuhrmann et al., 2009) (Figure 36C).  

 

 

 
Figure 36 | Les structures de la protéine Vipp1. 

Vipp1 contient 7 hélices . Les hélices 1 à 6 forment le domaine « pspa-like » ou domaine PspA (A). 
Vipp1 forme un oligomère en forme d’anneau (B) ou des structures en forme de tige (C). (Siebenaller 
et al., 2019).  

 

Chez les cyanobactéries et les végétaux supérieurs, Vipp1 a été observée à des états 

d’oligomérisation beaucoup plus importants tels que des doubles structures en anneaux 

formant une structure finale circulaire (Aseeva et al., 2004; Fuhrmann et al., 2009). Ces 

doubles structures sont des états intermédiaires permettant la formation de structure en forme 

de longue tige « rod-shaped » (ou échafaudage) grâce à l’intervention supposée d’une 

protéine chaperonne (C. Liu et al., 2007) (figure 36a). Ces états d’oligomérisation ont aussi 

été observés chez PspA (Figure 37b). L’extrémité C-terminale de Vipp1, inhiberait la formation 

de ces super-complexes (L. Zhang et al., 2016) 
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Figure 37 | Les différents états d’oligomérisation des protéines Vipp1 et PspA. 
Vipp1 (a) et PspA (b) observées par microscopie électronique (C. Liu et al., 2007; Standar et al., 2008). 

 

Grâce aux différentes régions de la protéine, les structures peuvent donc s’assembler et se 

désassembler. Ceci sous-entend que ces différentes régions hélicoïdales sont plus ou moins 

accessibles et que le phénomène d’assemblage et de désassemblage est exécuté par des 

chaperonnes.   

Bien que ces états d’oligomérisation n’aient pas été mis en évidence chez BacB, sa capacité 

à former des oligomères n’est pas exclue compte tenu de sa structure homologue à PspA et 

Vipp1. En effet, BacB contient la région coiled-coil formée par le surenroulement des hélices, 

indispensable pour l’oligomérisation. Si ces structures sont bien formées par BacB, l’action 

d’une protéine chaperonne est requise pour transporter et conserver le repliement des 

multiples copies de BacB. Cette hypothèse est cohérente avec la présence de BacA, située 

juste en amont de BacB, et possédant un double rôle de régulateur et de chaperonne.  

III.2 Les protéines BacC et BacD, un nouveau couple NfeD/SPFH ? 

III.2.1  La protéine BacC 

D’après la base de données Pseudomonas Genome Database, la protéine BacC codée par le 

gène PA14_16160, possède une masse de 23,2 kDa et est constituée de 213 acides aminés. 

Sur la base de données Uniprot, BacC est annotée comme une « DUF1449 family protein ». 

Cette annotation est à l’état « unreviewed ».  

La protéine BacC serait localisée dans la membrane interne (indice de confiance de 10/10). 

Selon Phobius, elle contiendrait 3 domaines transmembranaires (probabilité de 1/1), ce qui est 



Projet de recherche – Partie 2 : Analyse bio-informatique approfondie  

125 
 

compatible avec cette prédiction de localisation membranaire. Une alternance de régions 

extra-cytoplasmiques et cytoplasmiques est aussi prédite (indice de confiance de 0,9/1). Ainsi, 

les extrémités N- et C- terminales se situeraient respectivement dans le périplasme et dans le 

cytoplasme. Les mêmes résultats sont obtenus avec le logiciel DeepTMHMM. Le détail de ces 

prédictions est disponible en annexe 3. 

La base de données Interpro n’a malheureusement prédit aucun domaine fonctionnel. Grâce 

à l’utilisation d’une autre base de données, appelée HMMER (méthode du modèle de Markov 

caché), un domaine DUF1449 (en rose, Pfam : PF07290) a pu être identifié. Le domaine 

DUF1449, n’existe plus sur Interpro ce qui pourrait expliquer l’absence de prédiction. En 

revanche, l’accession Pfam fonctionne toujours et renvoie vers une annotation nommée « OB-

fold protein ». Enfin, les trois domaines transmembranaires, servant d’ancrage à la membrane, 

sont une nouvelle fois identifiés (en violet) (Figure 38). 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figure 38 | BacC est une protéine transmembranaire. 
Domaine fonctionnel identifié par HMMER, le domaine DUF1449 porte maintenant le nom de « OB-
fold » dans la base de données Interpro.  

 

D’après une recherche par mot-clé, il existe actuellement environ 3 000 protéines annotées 

« OB-fold protein » dans la base de données Interpro et parmi elles, une seule est à l’état 

« reviewed ». C’est la protéine YqiJ d’E. coli K12. 

La protéine YqiJ, de 23 kDa, est elle aussi localisée dans la membrane interne. Elle possède 

209 acides aminés et trois domaines transmembranaires. Les extrémités N- et C- terminales 

étant respectivement dans le cytoplasme et dans le périplasme (Daley et al., 2005).  

La protéine YqiJ est connue en tant que membre de la famille des « NfeD homologues », NfeD 

pour « nodulation formation efficiency D ». Les protéines NfeD homologues discutées ici n’ont 

aucun lien avec la protéine NfeD originale découverte en 1994 chez Rhizobium meliloti (Soto 

et al., 1994). En réalité, une erreur d’annotation fonctionnelle est arrivée avec l’accession Pfam 

PF01957 sur une séquence et du fait d’une classification automatique, c’est tout un groupe de 

séquences qui a reçu cette annotation erronée. Malgré des tentatives de corrections, le terme 
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NfeD est maintenant couramment utilisé dans la littérature et dans les bases de données 

(Green et al., 2004).  

Les membres de la famille NfeD homologues ont été découverts dans le cadre d’études 

phylogénétiques concernant les protéines SPFH (stomatin prohibitin flotillin HflK/C). Ces 

protéines SPFH sont très bien étudiées chez les eucaryotes mais leur présence chez les 

procaryotes commence tout juste à être mise en évidence grâce à la phylogénie. Ces études 

ont démontré que : i) le gène codant pour la protéine SPFH était, le plus souvent, en opéron 

avec un autre gène codant une protéine de fonction inconnue annotée NfeD et ii) les membres 

de la famille NfeD homologues sont nombreux chez les procaryotes mais absents chez les 

eucaryotes. Ces deux découvertes ont donné naissance à la famille « NfeD homologues » qui 

contient toutes les protéines en opéron avec une protéine SPFH. Le gène yqiJ d’E. coli ne 

déroge pas à cette règle car il est lui aussi en opéron avec yqiK qui code une protéine SPFH.  

D’après la phylogénie, l’ancêtre commun des membres de la famille NfeD homologues et des 

protéines SPFH est une archée nommée Pyrococcus horikoshii. Au sein des procaryotes les 

gènes codant les protéines NfeD et SPFH ont co-évolués expliquant leur diversité et leur lien 

étroit. En revanche, la protéine SPFH fût la seule à évoluer vers les eucaryotes.  

Aujourd’hui, peu d’information quant à la fonction des membres NfeD homologues sont 

disponibles dans la littérature. Les membres les plus connus étant YqiJ d’E.coli, YuaF et YqeZ 

de B. subtilis, PH1510 et PH0741 de P. horikoshii.  

La première protéine NfeD mise en évidence est la protéine membranaire thermostable 

PH1510 de P. horikoshii (Yokoyama & Matsui, 2005). Bien qu’elle ne partage que seulement 

15% d’identité avec la protéase ClpP d’E. coli, elle possède elle aussi une activité serine-

protéase grâce à son domaine ClpP. La protéine PH1510, clive préférentiellement les régions 

hydrophobes enrichies en lysine. L’un de ses substrats est d’ailleurs sa voisine opéronique, la 

protéine SPFH PH1511. Les auteurs supposent que le clivage de la région C-terminale de 

PH1511 permettrait la formation d’un canal ionique (Yokoyama & Matsui, 2005). L’extrémité 

N-terminale, soit le domaine ClpP, de PH1510, sera élucidée un an plus tard, et confirmera 

bien son homologie avec la protéine ClpP (Yokoyama et al., 2006). La seconde NfeD de cette 

archée est PH0741, en opéron avec la protéine SPFH PH0740, les deux étant de fonctions 

inconnues. 

La protéine YqeZ possède elle aussi un domaine ClpP et donc une activité enzymatique de 

type protéase. La délétion de yqeZ augmente la sensibilité de B. subtilis à la sublancine, un 

glycopeptide antimicrobien (Butcher & Helmann, 2006). Le gène yqeZ fait partie de l’opéron 

formé par les gènes yqfA et yqfB.  YqfA est une protéine SPFH tandis que YqfB est de fonction 

inconnue (Shen et al., 2005). À ce jour, la structure de YqeZ est encore inconnue.  
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Concernant YqiJ et YuaF, elles semblent toutes les deux impliquées dans la conservation de 

l’intégrité membranaire (Bateman et al., 2004). Chez la souche K12, l’abondance de YqiJ est 

significativement augmentée en réponse aux dommages à l’ADN dus à un stress ou à une 

erreur de la machinerie de transcription (Khil & Camerini-Otero, 2002). Récemment, son 

implication dans la conservation de l’intégrité de la membrane durant un choc à l’acide lactique 

a été mise en évidence chez la souche O157:H7 (Lan & Shi, 2022). YuaF a été identifiée 

comme une protéine de réponse aux stress osmotique, éthanoïque et de température 

(Petersohn et al., 2001). Elle contribue aussi à la résistance de B. subtilis face à la céfuroxime, 

un antibiotique de la famille des β-lactames (Y. H. Lee et al., 2012). YuaF fait partie de l’opéron 

yuaFGI, où YuaG est une protéine SPFH et YuaI est de fonction inconnue (Y. H. Lee et al., 

2012). 

Les découvertes successives faites par les études fonctionnelles et phylogénétiques ont 

dessiné quatre sous-familles. La sous-famille NfeD1a (PH0741) qui a, par évolution, donné la 

sous-famille NfeD1b (PH1511 et YqeZ) et la sous-famille NfeD2a (YuaF). Cette dernière a 

ensuite formé la sous-famille NfeD2b (YqiJ). Les membres de la sous-famille NfeD1b possède 

une activité enzymatique grâce à leur domaine ClpP. Les membres des sous-familles NfeD1a 

et NfeD2a/b n’ayant pas de domaine ClpP ne possèdent pas d’activité enzymatique.  

BacC possédant la même annotation que YqiJ, nous avons supposé qu’elle pourrait être un 

membre de la famille NfeD homologues. Pour confirmer cette hypothèse, un alignement a été 

réalisé avec d’autre membres NfeD. Comme aucun domaine ClpP n’a été identifié chez BacC, 

nous avons réalisé cet alignement uniquement avec les membres de la sous-famille NfeD1a 

et NfeD2a/b soit PH0741, YuaF et YqiJ.  

D’après la Figure 39, nous observons quelques résidus conservés au sein des séquences. La 

majorité des résidus ont un pourcentage de conservation inférieur ou égal à 30%. Les 

pourcentages d’identité de séquence entre BacC/YqiJ et BacC/YuaF sont respectivement de 

22,45% et 22,78% démontrant une faible homologie de séquence entre ces protéines. Le 

pourcentage d’identité de séquence entre YuaF et YqiJ, membres connus de la sous-famille 

NfeD2 n’est pas plus élevé car il n’est que de 23,75%. 



Projet de recherche – Partie 2 : Analyse bio-informatique approfondie  

128 
 

 

Figure 39 | BacC partage une faible homologie de séquence avec les NfeD homologues de la 

sous-famille NfeD2. 

Alignement réalisé avec Clustal Omega et modifié à l’aide de Jalview. Les résidus sont coloriés selon 
leur pourcentage d’identité (option BLOSUM62 score). 
 

Les structures secondaires et tertiaires de BacC ont ensuite été prédites puis comparées à 

celles des protéines NfeD. Il existe à ce jour seulement trois protéines NfeD dont la structure 

est partiellement ou entièrement élucidée : l’extrémité C-terminale de PH0741 (accession PDB 

2EXD ; (Kuwahara et al., 2008)) et la protéine PH1510 (accessions PDB 3WWV et 2DEO ; 

(Yokoyama et al., 2006; Yokoyama & Matsui, 2014)) de Pyrococcus horikoshii  et l’extrémité 

C-terminale de YuaF de B. subtilis (accession PDB 2K14 ; (Walker et al., 2008)). 

En sachant que BacC ne présente pas d’activité protéase au niveau de son extrémité N-

terminale, la comparaison s’est effectuée avec les extrémités C-terminales de PH0741 et 

YuaF.  

Un premier essai de modélisation a été effectué avec le logiciel Swiss-Model mais aucun 

template n’a été trouvé par le logiciel. Ceci peut s’expliquer par le manque de données 

structurales concernant les protéines NfeD homologues. C’est donc le modèle prédit par 

AlphaFold qui a été utilisé. Enfin, BacC faisant partie de la même famille que YqiJ, leurs 

structures tertiaires ont aussi été comparées. La protéine YqiJ, n’ayant pas de structure 

élucidée, c’est son modèle prédit par AlphaFold qui a été utilisé.  
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Figure 40 | La protéine BacC semble être un homologue structural des protéines NfeD. 
Les structures de YuaF et de PH0740 ont été récupérées dans la base de données PDB selon leur 
accession indiquée dans la figure. Les figures ont été modifiées grâce au logiciel Mol*(MolStar). Les 
structures prédites de YqiJ et BacC proviennent de AlphaFold. Les extrémités N-terminales de YuaF et 
PH0471 ne sont pas représentées par manque de données cristallographiques.  
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D’après la Figure 40 (rectangle du haut), une succession d’hélices  compose l’extrémité N-

terminale de BacC tandis que son extrémité C-terminale est formée principalement de 5 brins-

 formant une structure comparable à un mini tonneau béta. Cette structure formée par 5 brins-

 est aussi retrouvée dans l’extrémité C-terminale de PH0741 et YuaF. L’extrémité N-terminale 

de PH0741 et YuaF n’étant pas élucidée, aucune comparaison ne peut être effectuée avec 

BacC. En revanche, sachant que PH0741 et YuaF sont des protéines transmembranaires, il 

est fort probable qu’elles contiennent elles aussi, des hélices  leur permettant de s’ancrer à 

la membrane.   

Concernant le modèle AlphaFold de BacC (Figure 40, rectangle du bas), une grande majorité 

des résidus est modélisée avec un score de confiance allant de fort à très fort, indiquant que 

le modèle est de bonne qualité. Seule la partie reliant les hélices  au feuillet- manque de 

résolution et possède un score de confiance faible, à très faible, selon les résidus. Il en est de 

même pour le modèle AlphaFold de YqiJ. YqiJ est composée d’une succession d’hélices ce 

qui est cohérent avec la présence de ces trois domaines transmembranaires. Les protéines 

YqiJ et BacC partagent une structure tertiaire très similaire renforçant ainsi l’hypothèse que 

BacC appartiendrait la même famille que YqiJ.   

En comparant l’ensemble de ces structures, un point commun apparait clairement entre toutes 

ces protéines : l’extrémité C-terminale en feuillet-. Ce feuillet- a été mis en évidence par les 

différentes études structurales et adopte une conformation de type OB-fold. Le domaine OB-

fold pour « oligonucléotide/oligosaccharide binding site » a été décrit pour la première fois par 

Murzin et ses collaborateurs chez les bactéries et les levures (Murzin, 1993). Les auteurs ont 

observé un motif commun chez ces 4 protéines capables de se fixer aux oligonucléotides ou 

aux oligosaccharides. Ce motif, dénommé OB-fold par les auteurs, est constitué de 5 brins- 

formant un mini tonneau béta compact. Ces 4 protéines ne possèdent aucune homologie de 

séquence mais leur domaine OB-fold est superposable. Par la suite, des interactions 

protéines-protéines par le biais de ce domaine ont été mises en évidence (Agrawal & Kishan, 

2003; Arcus, 2002; Theobald et al., 2003).  

L’étude structurale menée sur l’extrémité C-terminale de PH0741 a mis en évidence une 

conformation similaire au domaine OB-fold. L’extrémité C-terminale est composée de 5 brins-

 formant un mini tonneau béta mobile et reliée aux domaines transmembranaires par un linker 

peptidique flexible. En revanche, l’hélice  et les résidus aromatiques participant à la fixation 

du domaine OB-fold aux nucléotides sont absents chez PH0741. Ceci suggère que les 

protéines NfeD ne sont pas des protéines se fixant en nucléotides (Kuwahara et al., 2008).  
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Ces différences notables ont conduit les auteurs à nommer cette nouvelle conformation 

« domaine NfeDC » (Figure 40, rectangle du bas) (Kuwahara et al., 2008).  

La même année, soit en 2008, les mêmes conclusions ont été émises lors de l’étude 

structurale menée sur YuaF. Cette protéine ne partage que 21% d’identité de séquence avec 

PH0741 mais son extrémité C-terminale est aussi de type OB-fold et superposable à celle de 

PH0741 (Walker et al., 2008). Ceci suggère que cette conformation est conservée au sein de 

la famille NfeD homologues. C’est d’ailleurs ce domaine NfeDC qui différencie les protéines 

des sous-familles NfeD2a/b de la sous-famille NfeD1a. Les membres de la sous-famille 

NfeD1a ont un domaine NfeDC plus long que les membres des sous-familles NfeD2a/b. 

Cette conformation de type OB-fold est aussi présente chez BacC, laissant supposer qu’elle 

pourrait posséder un domaine NfeDC et ainsi être un nouveau membre de la famille NfeD 

homologues. 

 

En plus de son extrémité C-terminale de type OB-fold, BacC possède un second point commun 

avec les protéines NfeD homologues. En effet, ces dernières possèdent des domaines 

transmembranaires, formés par les hélices  situées dans l’extrémité N-terminale. Ces hélices 

 exposent vers l’extérieur les résidus de nature hydrophobe permettant l’ancrage de la 

protéine à la membrane (Figure 41). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 | Ancrage de la protéine BacC à la membrane grâce à ces trois domaines 
transmembranaires. 

La protéine est colorée selon les structures secondaires qui la composent, en vert les brins- et en violet 

les hélices . TM : transmembranaire.  
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Les protéines NfeD homologues étant toutes membranaires, il est supposé que leur domaine 

NfeDC pourrait interagir soit avec leur partenaire SPFH soit avec une autre protéine 

membranaire voisine. Pour le moment, la seule interaction observée est celle entre PH1510 

et sa partenaire SPFH PH1511.  

En conclusion, la protéine membranaire BacC présente les caractéristiques communes 

aux protéines NfeD homologues : i) une partie transmembranaire en N-terminal et ii) une 

conformation de type OB-fold en C-terminal. BacC, n’ayant pas de domaine ClpP, ne possède 

pas d’activité protéase, il est donc peu probable qu’elle appartienne à la sous-famille NfeD1b. 

Elle se rapproche donc plus des protéines YuaF et YqiJ constituant les sous-familles 

NfeD2a/b. Au regard des rôles connus de YuaF et YqiJ au sein de la membrane, BacC 

pourrait, elle aussi, être impliquée dans la conservation de l’intégrité membranaire.  

Comme mentionné plus haut, le gène codant une protéine NfeD est en opéron avec un gène 

codant une protéine SPFH. Ainsi, si BacC est bien une protéine NfeD, nous devrions identifier 

une protéine SPFH dans le système BAC.  

III.2.2  La protéine BacD 

Selon la base de données Pseudomonas Genome Database, la protéine BacD codée par le 

gène PA14_16180, affiche une masse de 75,8 kDa et possède 688 acides aminés.  

Sur Uniprot, BacD est annotée en tant que « flotillin family protein » mais là encore cette 

annotation est à l’état « unreviewed ».  

La localisation de BacD est incertaine. Elle serait localisée dans la membrane interne (indice 

de confiance de 7,88/10). Selon Phobius, BacD est exclusivement non cytoplasmique (indice 

de confiance de 0,9 /1). En revanche, deux prédictions supplémentaires se chevauchent : elle 

posséderait entre l’acide aminé 1 et 29, soit un peptide signal (indice de confiance de 0,8/1), 

soit un domaine transmembranaire (indice de confiance de 0,2/1). Le logiciel DeepTMHMM 

prédit, quant à lui, uniquement un domaine transmembranaire (probabilité de 1/1). La 

confusion entre peptide signal et domaine transmembranaire est récurrente avec les logiciels 

de prédiction.  

En effet, le peptide signal et le domaine transmembranaire possèdent des caractéristiques 

biochimiques très proches, les rendant difficiles à distinguer. Le logiciel SignalP (version 5.0), 

spécialisé dans la prédiction de peptide signal, indique que BacD ne contient aucun peptide 

signal. Le peptide signal vise à adresser la protéine à la membrane en vue de sa sécrétion, or 

BacD n’est pas prédite comme étant sécrétée. Il est donc plus probable qu’elle contienne un 

domaine d’ancrage à la membrane. Le détail de ces prédictions est disponible en annexe 4.  
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D’après les prédictions, BacD contient un domaine « Band7/SPFH » (Figure 42, en vert, 

IPR036013) et un domaine « flotillin » (en marron, IPR027705). Entre les deux, on observe 

une succession de région coiled-coil (en orange). Enfin, nous retrouvons le domaine 

transmembranaire situé en début de séquence (en violet).  

 

 

 

 

 

 
Figure 42 | BacD est une protéine membranaire de la famille des protéines SPFH. 
Domaines fonctionnels identifiés par la base de données Interpro.  

 

Une recherche par mot clé donne environ 175 000 protéines annotées « Band7/SPFH », dont 

164 reviewed. Environ 22 000 protéines sont annotées « Flotillin » dont 31 reviewed. Parmi 

les protéines appartenant à une espèce bactérienne, seules 2 portent ces deux annotations : 

FloT (flotillin-like protein) de B. subtilis (souche 168) et YqiK (flotillin family inner membrane 

protein) d’E.coli (souche K12).  

Les protéines SPFH et en particulier la protéine YqiK et FloT (aussi nommée YuaG) ont été 

légèrement abordées lors de l’étude bio-informatique de BacC. La protéine YqiK de 553 acides 

aminés, est codé par l’opéron yqiJF et possède une masse de 60,70 kDa. La protéine FloT de 

509 acides aminés, est codée par l’opéron yuaFGI et fait 55,99 kDa. 

Les protéines SPFH ont fait l’objet de très nombreuses études chez les eucaryotes. Plusieurs 

membres composent la famille des protéines SPFH incluant les stomatines, les prohibitines, 

les flotillines (appelées aussi Reggie), la podocine et les erlines. Ces protéines sont retrouvées 

exclusivement dans ou en interaction avec la membrane cytoplasmique, de l’appareil de Golgi, 

des mitochondries ou du réticulum endoplasmique. Les deux protéines SPFH eucaryotes les 

plus étudiées sont les prohibitines et la stomatine. La prohibitine-1 et -2 (PHB1 et PHB2) sont 

présentent dans la membrane du noyau, du cytosol mais c’est dans la membrane de la 

mitochondrie qu’elles sont les plus abondantes et cruciales pour son fonctionnement. PHB1 

et PHB2 s’assemblent et forment des structures en échafaudage impliquées dans la régulation 

du métabolisme de la mitochondrie comme sa biogénèse ou son autophagie. La stomatine-

like 2 (SLP2), est aussi située dans la membrane des mitochondries, et est un acteur majeur 

dans l’assemblage de la chaîne respiratoire et dans la biogénèse de la mitochondrie (Christie 

et al., 2011; Mitsopoulos et al., 2015, 2017; Wai et al., 2016). D’autres fonctions comme la 
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transduction de signal, la méchanosensation et le transport d’ions ont aussi été associées aux 

protéines SPFH eucaryotes, en particulier la stomatine (Chowdhury et al., 2014; M. Huang et 

al., 1995; Klipp et al., 2020; Wetzel et al., 2007). Les flotillines-1 et -2 sont beaucoup plus 

spécialisées. Elles sont distribuées dans tous les tissus et sont impliquées dans l’organisation 

des lipides au sein de la membrane afin de favoriser des processus cellulaires, tels que le 

transport ou le recrutement de protéines, la régénération des axones, la formation de 

plateformes dédiées à la transduction de signal, et la prolifération cellulaire (Babuke & 

Tikkanen, 2007; Morrow & Parton, 2005; Otto & Nichols, 2011; Stuermer, 2011; F. Zhao et al., 

2011). 

Une dérégulation des protéines SPFH a été observée dans les cancers rénaux ou thyroïdiens 

anormalement agressifs, les maladies rénales, cardiaques ou neurodégénératives et dans la 

maladie d’ Alzheimer et de Parkinson (Bartolome et al., 2016; Bramkamp & Lopez, 2015; 

Michel & Bakovic, 2007; Signorile et al., 2019; W. Zhu et al., 2018). 

Les études phylogénétiques ont montré que les protéines SPFH ont co-évoluées avec leur 

partenaire NfeD au sein des procaryotes à partir de l’ancêtre commun P. horikoshii. Ainsi, 

comme pour les protéines NfeD homologues, les protéines SPFH ont été classées en sous-

famille grâce à la phylogénie. Au total, 12 sous-familles de protéines SPFH ont été 

discriminées dont certaines sont présentées, avec leur partenaire NfeD, Figure 43. La sous-

famille la plus répandue est SPFH1 qui inclut les p-stomatines (ou stomatin-like). La seconde 

sous-famille SPFH2, est celle des p-flotillines (ou flotillin-like), protéines très largement 

répandues chez les procaryotes et fortement similaires aux flotillines eucaryotes. Les sous-

familles SPFH3 et SPFH4 contiennent respectivement les protéines HflK et HflC et les p-

prohibitines (prohibitin-like). Les gènes codant les membres des sous-familles SPFH1, SPFH2 

et SPFH5 forment un opéron avec un gène codant pour leur partenaire protéique NfeD, tandis 

que les membres des sous-familles SPFH3 et SPFH4 sont en interaction avec la protéase 

FtsH. Ces 5 sous-familles représentent à elles seules 75% de l’ensemble des protéines SPFH 

procaryotes (Hinderhofer et al., 2009).  
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Figure 43 | Modèle de co-évolution entre les protéines NfeD et SPFH. 

Ce modèle hypothétique se base sur la phylogénie et la structure des opérons (Hinderhofer et al., 2009).  

D’après les précédentes prédictions de BacC, protéine NfeD appartenant à la famille des 

NfeD2, et le domaine fonctionnel « flotillin » identifié par Interpro, BacD appartiendrait à la 

sous-famille SPFH2 en tant que p-flotilline.  

 

Pour approfondir cette hypothèse, un alignement a été réalisé avec les séquences protéiques 

d’autres membres appartenant à la sous-famille SPFH2 soit FloT et YqiK et avec les flotillines 

humaines FLOT1 et FLOT2.  

Comme le montre la Figure 44, des acides aminés sont parfaitement conservés (en rouge 

100% et vert foncé 80%) chez ces protéines. Ces acides aminés sont principalement des 

alanines (A) et des acides glutamiques (E). Ceci est cohérent avec la littérature. En effet, les 

p-flotillines possèdent un domaine flotilline riche en répétitions EA, responsables entre autres, 

de la formation de régions coiled-coil (Bickel et al., 1997; Hazarika et al., 1999; Lang et al., 

1998; Schroeder et al., 1994; Schulte et al., 1997). Ces répétitions et les régions coiled-coil 

sont aussi présentes chez BacD confirmant l’hypothèse d’une p-flotilline.  
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Figure 44 | BacD contient des répétitions EA caractéristiques des p-flotillines. 

Alignement réalisé avec Clustal Omega et modifié à la main à l’aide de Jalview. Les résidus sont coloriés 
selon leur pourcentage d’identité (option BLOSUM62 score). 

 

BacD partage des pourcentages d’identité avec FLOT1 et FLOT2, de 20,51% et 20,30%, 

respectivement. Entre BacD et FloT, le pourcentage d’identité s’élève à 21,71%, tandis qu’il 

est de 30,06% avec YqiK. Le pourcentage d’identité le plus élevé concerne FloT et FLOT1 

avec 40,85%. Les pourcentages d’identité entre YqiK et FLOT1 ou FLOT2 ne dépassent pas 

21%.  

Pour confirmer, l’hypothèse de BacD en tant que flotilline, les structures secondaires et 

tertiaires de BacD ont été prédites, puis comparées à celles des protéines SPFH.  

Le domaine Band7/SPFH, situé en début de séquence, est présent chez toutes les protéines 

SPFH, qu’elles soient eucaryotes ou procaryotes, indiquant sa forte conservation. Les études 

structurales menées sur les protéines SPFH, se sont donc majoritairement focalisées sur ce 

domaine, afin de confirmer l’appartenance de la protéine à la famille SPFH.  

À ce jour, les structures de six protéines SPFH ont été entièrement ou partiellement élucidées. 

Chez les mammifères, l’extrémité N-terminale de FLOT2 de la souris (accession PDB 1WIN, 

(Prohaska & Salzer, 2018), la stomatine humaine (accession PDB 4FVJ ; (Brand et al., 2012)) 

et la major vault protein ou protéine de voûte majeure (MVP) du rat (accession PDB 7PKR ; 

(Guerra et al., 2022)) sont élucidées.  
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Chez les procaryotes, l’extrémité N-terminale des p-stomatines PH1511 et PH0740 de P. 

horikoshii  qui sont disponibles (accession PBD 3BK6 ; (Yokoyama et al., 2008) et accession 

PDB 2RPB ; pas de référence bibliographique) sont disponibles. Récemment la structure des 

protéines SPFH HflK et HflC d’E. coli K12 ont été élucidées (accession PBD 7VHP ; (C. Ma et 

al., 2022) et accession PDB 7WI3 ; (Qiao et al., 2022)). Les structures de YqiK et FloT, sont 

encore inconnues.   

Afin de comparer les structures tertiaires de ces protéines, un premier essai de modélisation 

a été effectué avec le logiciel Swiss-Model mais les scores des modèles proposés se sont 

avérés trop faibles. C’est donc le modèle prédit par AlphaFold qui a été utilisé (Figure 45). Une 

grande majorité des résidus de l’extrémité N-terminale, soit la partie que l’on souhaite 

comparer, est modélisée avec un score de confiance allant de fort à très fort. Seuls quelques 

résidus situés au centre et à l’extrémité C-terminale manquent de résolution et possèdent un 

score de confiance faible à très faible. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 45 | Qualité du modèle de BacD prédit par AlphaFold. 
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Figure 46 | Le domaine Band7/SPFH prédit chez BacD est superposable à celui des protéines 
SPFH. 
Les structures ont été récupérées à partir des accessions PDB de chacune des protéines indiquées sur 

la figure. Les traits en pointillés représentent une succession d’hélices, notée x, non schématisées 

(données disponibles en annexe 4). Les structures ont été modifiées à l’aide du logiciel Mol*(Star) en 

colorant les hélices  en bleues et les brins- en verts.  
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Ces études ont mis en évidence la forte conservation structurale du domaine Band7/SPFH, 

noté SPFH2 sur la Figure 46 (en orange). Ce domaine se compose de 4 hélices  et 3 brins-

. Ces structures sont observées chez BacD, confirmant ainsi la prédiction du domaine 

Band7/SPFH, et son appartenance à cette famille. Ces structures secondaires en hélice ont 

été identifiées par dichroïsme circulaire lors des travaux du Dr. Ben Mlouka (Ben Mlouka, 

2014).  

Bien qu’aucun domaine flotilline n’ait été élucidé, jusqu’à maintenant, il est prédit comme étant 

composé d’une succession d’hélices dont certaines impliquées dans la formation de région 

coiled-coil (Langhorst et al., 2005). La structure obtenue pour BacD est cohérente avec une 

forte proportion d’hélices dans son extrémité C-terminale.  

Les protéines SPFH possèdent à leur extrémité N-terminale une hélice permettant leur 

insertion dans la membrane. Les flotillines font exception à cette règle, car elles ne possèdent 

pas d’hélice  en N-terminale. Ainsi leurs extrémités N- et C-terminales sont localisées dans 

le cytoplasme. Cependant, elles s’associent à la membrane grâce au phénomène de lipidation 

de certains résidus de l’extrémité N-terminale (Gkantiragas et al., 2001; Morrow et al., 2002).  

BacD contient un domaine flotilline dans son extrémité C-terminale, mais semble différente 

d’une flotilline eucaryote. En effet, à la différence de FLOT2, BacD possède un domaine 

transmembranaire grâce à son hélice  en N-terminal. De plus, les structures secondaires et 

tertiaires de BacD sont fortement similaires à celles des protéines HflK/C (Figure 46).  

Les protéines HflK et HflC sont deux SPFH extrêmement similaires. Elles possèdent toutes 

les deux un domaine transmembranaire à l’extrémité N-terminale, puis deux domaines SPFH 

notés SPFH1 et SPFH2 (Figure 46, dernier rectangle). La présence de deux domaines SPFH 

successifs n’avait encore jamais été mis en évidence sauf pour la protéine de voûte majeure 

qui contient 9 domaines SPFH (Guerra et al., 2022). Le domaine SPFH1 contient 5 brins- 

antiparallèles insérés dans la couche lipidique externe de la membrane interne, grâce à des 

acides aminés aromatiques comme les phénylalanines (Figure 46). La domaine SPFH2, 

composé de 4 hélices  et 3 brins- correspond au domaine Band7/SPFH (Figure 46).  

D’après nos prédictions, BacD possèderait, elle aussi une succession 5 brins- antiparallèles 

qui pourrait correspondre au domaine SPFH1. Un autre point commun avec les protéines HflK 

et HflC concerne la localisation de ces protéines entièrement périplasmique (Figure 47).  
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Figure 47 | Similarités de structure et de localisation entre l’hétérodimère HflK/C et BacD. 

Le modèle de BacD est coloré selon les structure secondaires (en violet les hélices  et en vert les 

brins-). Modifiée à partir de (Daumke & Lewin, 2022).  

 

Les différentes études structurales menées sur les protéines SPFH ont révélé l’une des 

caractéristiques majeures de ces protéines : des propriétés d’oligomérisation exceptionnelles.  

L’étude structurale la plus récente, datant de 2022, concerne les protéines HflK et HflC (C. Ma 

et al., 2022). Ces protéines forment un gigantesque complexe de 2,7 MDa avec la protéase 

FtsH, appelé le complexe KCF. En réalité, 12 copies du dimère HflK/C s’assemblent pour 

former une cage périplasmique ancrée dans le feuillet extérieur de la bicouche lipidique de la 

membrane interne (Figure 48).  
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Figure 48 | La structure du complexe KFC. 
Vue du dessus (a) en représentation cryo-microscopie électronique (à gauche) et atomique (à droite). 
Vue du dessous (b) en représentation cryo-microscopie électronique (à gauche) et atomique (à droite). 
Vue du côté (c) en représentation cryo-microscopie électronique (à gauche) et atomique (à droite). Les 
protéines HflK, HflC et FtsH sont colorées en cyan, magenta et orange, respectivement. (C. Ma et al., 
2022). 

 

Les 12 copies du dimère HflK/C s’alignent parfaitement, de l’extrémité N-terminale à l’extrémité 

C-terminale, pour former une structure en forme de cage (Figure 48a). Au sein de cette cage, 

se trouvent, 4 hexamères de la protéine FtsH (Figure 48b). Ce complexe KFC est ancré à la 

membrane grâce aux 24 extrémités N-terminales en hélice  et domaines SPFH1, recouvrant 

environ 300 à 400 nm2 de surface membranaire (Figure 48c). Ce complexe est stabilisé par 

plusieurs interactions complexes dont certaines se trouvent entre les différents brins- du 

domaine SPFH1 de HflK et HflC. Du côté périplasmique, la cage est partiellement fermée par 

un chapeau ou « cap », grâce aux interactions hydrophobes entres les régions coiled-coil. 
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Enfin, un canal situé au centre de ce cap est formé par le dernier brin- (le brins-9 sur la 

Figure 48) de HflK/C. Ce canal, constamment ouvert, permet l’accès des molécules au sein du 

complexe, appelé chambre, à partir de l’espace périplasmique.  

Les protéines FtsH sont très conservées et sont présentes chez les procaryotes et les 

eucaryotes (mitochondries et chloroplastes) (Z. Adam et al., 2005; Tatsuta & Langer, 2009). 

Elles appartiennent à la super famille des AAA+ (ATPase Associated with diverse cellular 

activities). L’hexamère formé par les 6 copies de FtsH est ancré à la membrane interne par le 

biais des extrémités N-terminales tandis que les domaines de fixation à l’ATP et à activité 

protéase sont dans le cytoplasme (Suno et al., 2006). Les protéines FtsH, à la fois 

chaperonnes et protéases ont un rôle majeur dans le contrôle qualité du repliement des 

protéines membranaires et cytosoliques. Par le nombre et la diversité de leurs substrats, 

solubles ou membranaires, elles régulent de nombreux de processus cellulaires.  

Chez E. coli, FtsH régule la réponse au choc chaud via la dégradation du facteur de 

transcription 32 (RpoH) (Tomoyasu et al., 1995). Elle maintient aussi un ratio correct entre les 

LPS et les phospholipides via la dégradation de l’enzyme de synthèse du lipide A, la 

désacétylase LpxC (Ogura et al., 1999). Enfin, FtsH participe au bon fonctionnement du 

système de transport SecYEG en dégradant les formes non complexées de SecY, 

dangereuses pour l’homéostasie membranaire (Akiyama et al., 1996). Chez P. aeruginosa, 

les rôles de FtsH sont conservés en particulier dans le contrôle qualité du repliement des 

protéines et dans la dégradation des protéines non actives (Basta et al., 2020; Heywood & 

Lamont, 2020; Kamal et al., 2019). En revanche, le ratio LPS/phospholipide ne semble pas 

contrôlé par la protéase FtsH (Langklotz et al., 2011). Que ce soit chez E. coli ou P. 

aeruginosa, le gène codant la protéine FtsH fait partie des gènes régulés par le facteur de 

transcription 32 (Tomoyasu et al., 1995; Williamson et al., 2023). 

De nombreuses études ont mis en évidence une régulation de l’activité enzymatique de FtsH 

par les protéines HflK/C (Gehl & Sweetlove, 2014; Saikawa et al., 2004; Tavernarakis et al., 

1999).  Cependant, Ma et collaborateurs ont été les premiers à proposer une hypothèse quant 

au mécanisme de régulation (Figure 49).  

Ainsi, d’après les auteurs, la formation du complexe KFC permettrait de réguler l’activité 

enzymatique de FtsH. Ce complexe limiterait l’accès de FtsH à ses substrats, en particulier 

membranaires, en la séquestrant au sein de la chambre. En effet, l’insertion du complexe au 

sein de la membrane rend la chambre totalement hermétique évitant ainsi que les protéines 

membranaires situées à proximité ne s’approchent de FtsH. Les fortes interactions entre les 

domaines SPFH1 rend la chambre, et par conséquent le feuillet lipidique externe situé à 
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l’intérieur, hermétiques à la diffusion des protéines. Ce complexe serait donc un « gardien » 

des protéines membranaires en leur évitant des phénomènes de protéolyse non désirés.   

 

Figure 49 | Le rôle du complexe KFC dans la régulation du contrôle qualité des protéines par 
l’inhibition de l’activité protéase de FtsH. 
L’hexamère FtsH dégrade les protéines mal repliées ou endommagées (a). Les protéines HflK et HflC 
forment le complexe circulaire inséré dans la membrane par les extrémités N-terminales (b). (C. Ma et 
al., 2022). 

 

Ces auteurs suggèrent aussi que, étant donné la forte conservation structurale du domaine 

SPFH, toutes les protéines SPFH partageraient ces capacités d’oligomérisation selon un 

mécanisme de juxtaposition des sous-unités dans le but de former un complexe circulaire.  

Cette hypothèse s’appuie sur les données structurales des autres protéines SPFH. La 

stomatine forme une structure en forme d’anneau grâce à l’assemblage de plusieurs dimères 

en forme de « banane » grâce aux interactions entre les brins- du domaine Band7/SPFH 

(Brand et al., 2012).  Ces structures en forme d’anneau ont aussi été observées chez la 

prohibitine de levure et la stomatine de cyanobactérie (Boehm et al., 2009; Tatsuta et al., 

2005). La p-stomatine PH1511 se dimérise aussi en forme de « banane » mais est aussi 

capable de se trimériser (Komatsu et al., 2022; Yokoyama et al., 2008). Aujourd’hui, ces 

propriétés d’oligomérisation n’ont pas été mises en évidence chez les flotillines et les p-

flotillines. En revanche, il est probable que, par l’intermédiaire des régions coiled-coil formées 

par la répétition des acides aminés EA, l’extrémité C-terminale soit impliquée dans la formation 

d’oligomères.   

Concernant BacD, des propriétés d’oligomérisation et une activité canal par la technique de 

reconstitution en bicouches lipidiques, ont été mises en évidence (Ben Mlouka, 2014). De plus, 

un des modèles prédits par Swiss-Model se base sur le template de la superstructure formée 
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par les 39 copies de la protéine MVP (Figure 50). Le modèle de BacD, juxtapose aussi 39 

copies pour former une structure cylindrique. En revanche, seule la partie correspondant aux 

30 à 300 premiers acides aminés de BacD ont été modélisés, ce qui pourrait expliquer les 

faibles scores. Cependant, ce modèle est en accord avec la littérature et les propriétés 

d’oligomérisation observées expérimentalement.  

 

Figure 50 | Modèle structural hypothétique de BacD construit à partir du template de MVP. 

Le complexe circulaire formé par les 39 copies de MVP vue de côté (a) et de dessous (b). Le modèle 
de BacD prédit par Swiss-Model, vue de côté (c) et de dessous (d). La structure du complexe MVP a 
été obtenue à partir de l’accession PDB 7PKR et les données structurales à partir de (Guerra et al., 

2022). Le modèle de BacD est coloré selon les structures secondaires (en violet les hélices  et en vert 

les brins-). Les domaines SPFH1 et SPFH2 identifiés précédemment sont indiqués par les flèches.  

 

À ce jour, une seule étude a été consacrée à une protéine SPFH de P. aeruginosa. Cette étude 

phylogénétique fût d’ailleurs l’une des premières à s’intéresser à l’existence des protéines 

SPFH chez les procaryotes. Elle a, dans le même temps, mis en lumière l’existence d’un 

opéron avec un gène codant une protéine NfeD. Ainsi, le gène pa0452 de P. aeruginosa code 

pour une p-stomatine et est en opéron avec pa0451, qui code une NfeD contenant un domaine 

ClpP. Enfin, la protéine PA3729 (l’homologue de BacD chez P. aeruginosa PAO1) et PA0452 



Projet de recherche – Partie 2 : Analyse bio-informatique approfondie  

145 
 

n’ont été citées qu’une seule fois dans une revue, sans information supplémentaire 

(Bramkamp & Lopez, 2015).  

La protéine membranaire BacD présente donc toutes les caractéristiques communes 

aux protéines SPFH : i) un domaine transmembranaire à son l’extrémité N-terminale, ii) un 

domaine Band/7SPFH formé par 4 hélices  et 3 brins-, iii) un domaine « flotillin » en C-

terminal, iv) une répétition d’acides aminés EA formant les régions coiled-coil, v) des propriétés 

d’oligomérisation et une activité canal et vi) bacD est en opéron avec bacC, qui code une NfeD 

homologue. La protéine BacD présente en particulier des similitudes avec HflK/C comme sa 

localisation exclusivement périplasmique et la présence d’un second domaine SPFH formé 

par 5 brins-.  

Les protéines BacC et BacD, pourraient par conséquent former un nouveau couple 

NfeD/SPFH.  

III.3 La protéine BacE 

D’après la base de données Pseudomonas Genome Database, la protéine BacE codée par le 

gène PA14_16190, affiche une masse de 197 kDa et est composée de 1746 acides aminés. 

Sur la base de données Uniprot, BacE est annotée comme une « AAA family ATPase ». Cette 

annotation est à l’état unreviewed.  

D’après les prédictions de PSORTb, la protéine BacE est localisée dans la membrane interne 

avec un indice de confiance de 7,66 sur 10. Ceci est en accord avec la prédiction Phobius, qui 

désigne BacE comme entièrement non cytoplasmique (indice de confiance 1/1) sans pour 

autant détecter de domaine transmembranaire. À l’inverse, DeepTMHMM prédit BacE comme 

entièrement cytoplasmique (probabilité de 1/1) (annexe 5). Ces prédictions contradictoires ne 

permettent pas de conclure quant à la localisation de BacE.  

BacE, contient un domaine « DUF3686 » (en rouge, IPR020958) et un domaine 

« ATPase_dynein-related, AAA » (en rose, IPR011704), séparés par une succession de 

régions coiled-coil (Figure 51).  

 

 

Figure 51 | BacE est une protéine de la famille des protéines ATPase AAA+. 
Domaines fonctionnels identifiés par la base de données Interpro.  
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Le domaine DUF3686, contient toutes les protéines associées à une activité ATPase et 

contenant deux motifs conservés : DVF et SPNGED (Figure 51). Environ 2 000 protéines 

contiennent ce domaine et toutes sont à l’état unreviewed.  

La présence du domaine « ATPase_dynein-related, AAA » indique que BacE fait partie de la 

famille des ATPase AAA (ATPase associated to a variety of cellular activities). Environ 76 000 

protéines contiennent ce domaine et seulement 49 sont à l’état reviewed. Un second domaine 

appelé « P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolase (P-NTPase) » chevauche le 

domaine AAA (IPR027417, non représenté sur la figure).   

La famille des ATPases AAA+ a été légèrement abordée avec la protéine FtsH, lors de l’étude 

bio-informatique de BacD. Les ATPases exploitent l’énergie contenue dans la molécule d’ATP 

pour mener à bien divers processus biologiques comme la fusion membranaire, la protéolyse, 

la réplication de l’ADN et le transport de protéine et de vésicules. Leur substrats sont donc 

nombreux et sont principalement des acides nucléiques et des protéines (Ogura & Wilkinson, 

2001). Il existe plusieurs classes d’ATPases, la plus répandue étant celle des ATPases de 

type Walker qui sont caractérisées par un motif Walker A (ou P-loop) et Walker B. Ces deux 

motifs permettent notamment la fixation des ATPases sur les nucléotides triphosphates (c’est 

pourquoi elles possèdent aussi le nom générique de P-NTPase, ce qui explique le domaine 

P-NTPase prédit par Interpro).  

Les ATPases AAA (initialement sans le +) sont une sous famille des ATPases de type Walker. 

Elles contiennent toutes un domaine conservé d’environ 200 à 250 résidus désigné sous le 

terme de module AAA ou de casette AAA. La phylogénie a mené à la découverte d’autres 

membres présentant aussi un domaine AAA et des structures communes mais avec de 

nouveaux rôles dans les processus cellulaires, c’est pourquoi, le terme de superfamille AAA+ 

est apparu et est aujourd’hui couramment utilisé (Erzberger & Berger, 2006; Iyer et al., 2004). 

Ces nouveaux rôles concernent la réparation de l’ADN, la recombinaison, la transcription, le 

repliement/dépliement d’une protéine ou encore l’assemblage et le désassemblage de 

structures protéiques. Ce dernier rôle leur donne d’ailleurs le nom de « moteur AAA+ » dont 

le membre le plus connu est la dynéine impliquée dans le transport des chromosomes durant 

la mitose.  

Au cours de l’évolution, des modules AAA ont fusionné et des domaines se sont rajoutés à 

ces modules créant ainsi une diversité fonctionnelle importante (Jessop et al., 2021). Ces 

domaines confèrent aussi la spécificité de l’ATPase AAA+ à un substrat (ou des substrats), 

modulent l’activité ATPase et permettent l’interaction avec des facteurs et des protéines 

accessoires.  
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À partir de ces organisations moléculaires, les ATPases AAA+ sont classées en quatre 

catégories (Figure 52).   

 

Figure 52 | Organisation moléculaire des ATPases AAA+. 
Représentation schématique de l’ATPase AAA+ de Type I la spastine (PDB 6P07) (a), de l’ATPase 
AAA+ de Type II, la protéine senseur de N-éthylmaléimide (NSF, PDB 6MDO) (b) et la protéine de choc 
chaud Hsp104 (PDB 5VYA) (c), la protéase AAA+ YME1 (PDB 6AZ0) (d). Pour chaque AAA+, 
l’organisation moléculaire des domaines est représentée par un diagramme et l’activité moléculaire et 
les fonctions biologiques sont indiquées. Pour chaque illustration, les domaines sont colorés selon le 
diagramme et le substrat de chacune des AAA+ est représenté en orange : les polymères de tubuline 
(a), le complexe SNARE (b), les protéines amyloidiques ou agrégées (c) et la protéine membranaire 
pour YME1 (d). AAA : domaine ATPase, D1 et D2 : domaines ATPase individuels 1 et 2, MD : domaine 
du milieu, Nt : N-terminal, TM : région transmembranaire (Puchades et al., 2020). 

 

D’après Interpro, BacE ne posséderait qu’un seul domaine AAA laissant supposer qu’elle 

pourrait faire partie de la catégorie des ATPases AAA+ de type I. De manière générale, les 

ATPases AAA+, toutes catégories confondues, ont une extrémité N-terminale qui ne présente 

pas d’activité ATPase mais qui sert de site de reconnaissance aux substrats. Elle est donc 

responsable de la spécificité des substrats. L’activité ATPase médiée par le(s) domaine(s) 

AAA+ peut donc être spécifique au substrat reconnu et par conséquent posséder une fonction 

biologique précise (Monroe & Hill, 2016). C’est le cas des ATPases de type I. Chez les 

eucaryotes, les ATPases AAA+ de type I les plus connues sont la katanine, la fidgetine, la 

spastine et VPS4.  

Grâce à la reconnaissance des polymères de tubulines par leur extrémité N-terminale, la 

katanine, la fidgetine et la spastine participent au remodelage du cytosquelette (Roll-Mecak & 

McNally, 2010; Roll-Mecak & Vale, 2008). L’extrémité N-terminale de VPS4 reconnait le 

complexe ESCRT-III (endosomal sorting complex required for transport III), en particulier 

l’extrémité C-terminale. Cette reconnaissance induit un désassemblage de ESCRT-III (Lata et 

al., 2008; Scott et al., 2005). 
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Ainsi, l’ajout de domaines, ici le domaine DUF3686, pourrait conférer la spécificité de substrats 

à BacE. D’après la prédiction et les annotations des 2 000 protéines portant cette annotation, 

les protéines DUF3686 aurait une activité ATPase impliquée dans la réparation des 

dommages à l’ADN. Dans la littérature, aucune donnée fonctionnelle et/ou structurale n’existe 

concernant le domaine DUF3686, ce qui empêche de confirmer cette hypothèse fonctionnelle.  

La vérification de la prédiction de BacE en tant que membre de la superfamille des ATPases 

AAA+ se fera donc avec le domaine AAA. Ce domaine est commun à tous les membres de 

cette superfamille et contient plusieurs motifs conservés. Le motif Walker A, dont la séquence 

consensus G-XXXX-GK-T/S (où X est un résidu quelconque) contient une lysine très 

conservée. Le motif Walker B de séquence hhh-D-D/E-hh (où h est un résidu hydrophobe) 

contient un glutamate aussi très conservé. À la suite du Walker B se trouve une région appelée 

SRH (second region of homology) qui contient deux motifs, le sensor 1 (résidus TN en général) 

et l’arginine finger (résidu RR ou R). Le dernier motif, le senseur 2 contient un résidu R 

conservé (Hanson & Whiteheart, 2005).  

 

Pour identifier ces différents motifs, un alignement entre les ATPases AAA+ de type I citées 

ci-dessus et BacE a été réalisée. Deux ATPases AAA+ procaryotes ont aussi été incorporées : 

FtsH une AAA+ protéase et PspF une ATPase AAA+ de type I. PspF est l’ATPase AAA+ du 

système Psp d’E. coli qui, en condition inductrice, active la transcription des gènes du système 

Psp.  

À noter que le domaine protéase de FtsH, abordé lors de l’étude bio-informatique de BacD, ne 

sera pas pris en compte étant donné que BacE ne contient pas d’activité protéase connue.  

D’après la Figure 53, BacE possède les motifs conservés Walker A, Walker B et le senseur 2. 

En revanche, les résidus du senseur 1 et de l’arginine finger ne sont pas identifiables. 

Lorsqu’on compare les séquences de BacE et PspF, BacE possède des résidus conservés 

qui correspondent au senseur 1 et à l’arginine finger.  
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Figure 53 | BacE contient les motifs conservés du domaine AAA. 
Alignement réalisé avec Clustal Omega et modifié à l’aide de Jalview. Les résidus sont coloriés selon 
leur pourcentage de conservation (option BLOSUM62 score). Les différents motifs sont entourés en 
pointillés. En raison d’alignement erroné, l’alignement de BacE avec PspF a été réalisé en dehors des 
autres séquences. Pour réaliser l’alignement avec PspF, seuls les acides aminés allant de 1271 à 
1460 (domaine AAA prédit) de BacE ont été utilisés.  

 

L’identification des motifs conservés confirme bien que BacE est un membre de la superfamille 

des ATPases AAA+.  

En plus de ses motifs conservés, le domaine AAA possède une structure conservée entre les 

membres de cette superfamille. Ce domaine est divisé en deux sous-domaines (Erzberger & 

Berger, 2006; Wendler et al., 2012). Le sous-domaine « large AAA+ »  contenant un 

feuillet- formé de 5 brins- portant les motifs Walker A et Walker B, le sensor 1 et l’arginine 
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finger (Figure 54a). Chez la plupart des AAA+, ce sous-domaine est fusionné avec un sous-

domaine plus petit (small AAA+) formé exclusivement d’hélice  et contenant le sensor 2 

(Figure 54a). Par le biais d’études phylogéniques menées dans le but de comprendre 

l’évolution et les fonctions communes des différents membres de la superfamille ATPase 

AAA+, des insertions spécifiques d’éléments structuraux ont été mis en évidence (en couleur 

sur la Figure 54a). À partir de ces « customisations » 7 clades ont émergé : i) les clamp loader 

(clade 1), ii) les initiateurs (clade 2), iii) les classiques (clade 3), iv) les hélicases de la 

superfamille III (clade 4), v) les HCLR (clade 5), vi) les H2-insert (clade 6) et vii) les PS2-insert 

(clade 7) (J. M. Miller & Enemark, 2016; Seraphim & Houry, 2020). La structure tertiaire du 

domain AAA se voit donc aussi modifiée en fonction des insertions de ces éléments 

structuraux (Figure 54b).  

 

 

Figure 54 | Les domaines et structures des ATPases AAA+. 
Structures secondaires et motifs constituant les deux sous-domaines large AAA+ et small AAA+. Les 
insertions spécifiques des différentes sous-familles d’ATPases (clade) sont indiquées (exceptées 
l’hélice en N-terminale et C-terminale du clade 4) (a). Structure tertiaire du monomère de chaque clade. 
Clade 1 = RFC3 (PDB 1SXJ), Clade 2 = Orc5 (PDB ID 5V8F), Clade 3 = ClpA-NTD (PDB 6UQE), Clade 
4 = E1 helicase (PDB ID 2V9P), Clade 5 = RuvB (PDB 1HQC), Clade 6 = NtrC1 (PDB 4LY6), Clade 
7 = RavA (PDB 3NBX). La structure tertiaire du clade 6 est élargie afin de représenter les motifs 
conservés. Les motifs et insertions sont colorés comme dans la partie a (b).  
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Dans le but de définir à quel clade appartient BacE, l’insertion des éléments structuraux et la 

structure tertiaire du domaine AAA ont été étudiées. L’essai de modélisation par le logiciel 

Swiss-model n’ayant pas de fourni de modèle satisfaisant, c’est le modèle prédit par AlphaFold 

qui a été utilisé ( 

Figure 55). Une grande majorité des résidus et en particulier ceux du domaine AAA sont 

modélisés avec un score de confiance allant de fort à très fort. Quelques résidus possèdent 

un score de confiance faible à très faible mais ces derniers ne sont pas inclus dans l’étude.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 55 | Qualité du modèle de BacE prédit par AlphaFold. 

 

Le domaine AAA de BacE contient bien les deux sous-domaines. Le sous-domaine large 

AAA+  est composé du feuillet- formé par 5 brins- tandis que le sous-domaine AAA+ est 

composé exclusivement d’hélices (Figure 56a). Le sous-domaine large AAA+ contient deux 

insertions d’éléments structuraux supplémentaires : l’hélice B et les 2-brins- PS1i (Figure 

56a). La conformation de la structure tertiaire de BacE et la localisation des motifs conservés 

au sein du domaine large AAA+ sont en accord avec la littérature (Wendler et al., 2012). Le 

domaine large AAA+ se caractérise par un feuillet- formé par 5 brins- parallèles arrangés 

dans un ordre précis : 5-1-4-3-2. Le motif Walker A (en jaune) se trouve à proximité du 

brins-1 et au début de l’hélice 1 tandis que le motif Walker B (en rouge) se situe dans le 

brin-3. La région SRH contenant le senseur 1 et l’arginine finger se situe entre le 4 et 4 et 

entre 4 et 5 respectivement (Figure 56b).  
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Figure 56 | Les motifs et insertions d’éléments structuraux dans le domaine AAA de BacE. 
Structures secondaires, motifs et insertions d’éléments structuraux constituant les deux sous-domaines 
large AAA+ et small AAA+ de BacE (le senseur 2 n’est pas représenté). L’extrémité N-terminale, non 
étudiée ici, est représentée par les traits en pointillés (a). Structure tertiaire du domaine AAA (acides 
aminés allant de 1271 à 1460) prédit par AlphaFold. La structure de BacE a été modifiée à l’aide du 

logiciel Mol*(Star) en colorant les hélices  en bleues, les brins- en verts et les motifs et éléments 
structuraux selon la partie a (b).   

 

D’après ces observations, BacE pourrait appartenir au clade 3 (ATPases AAA+ classiques) 

dont les membres possèdent l’hélice B mais aussi au clade 5 (ATPases AAA+ HCLR) par le 

biais de son élément PS1i.    

Les membres du clade 3 (ATPase classique) possèdent une hélice supplémentaire plus courte 

(Figure 54a et b). Ils possèdent aussi un second motif arginine finger. Pourtant aucun second 

motif arginine finger n’a été retrouvé chez BacE. Les membres du clade 5 (ATPase HCLR) 

possèdent uniquement l’insertion PS1i, or BacE semble posséder l’hélice supplémentaire plus 

courte du clade 3. BacE possède donc une structure qui ne peut être classée dans aucun 

clade.  

Ces dernières années les structures nouvellement découvertes ont remis en question la 

classification des ATPases en clades, effectuée dans les années 2000. Les auteurs de 
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récentes revues concernant les ATPases AAA+ estiment que la classification en clades doit 

être rediscutée (Jessop et al., 2021; Puchades et al., 2020; Seraphim & Houry, 2020; S. Zhang 

& Mao, 2020). Ces phénomènes de divergence entre les structures des ATPases et les clades 

sont retrouvées en particulier chez les clades 5, 6 et 7. Ainsi quelques ATPases sont 

inclassables car elles possèdent des insertions d’éléments structuraux de plusieurs clades (Q. 

Ye et al., 2015).  

Les membres du clade 3 sont les plus étudiés et sont connus pour leur rôle prédominant dans 

le remodelage et le remaniement de structures protéiques. Les plus connues sont les protéines 

du protéasome, VPS4, la katanine, la spastine, ClpB et Hsp104. Ces membres contiennent 

une boucle appelée PL1 responsable de la fixation au substrat protéique. Cette boucle contient 

des résidus aromatiques qui s’intercalent de façon non spécifique entre les acide aminés et 

forment ainsi un escalier en spirale (Gates & Martin, 2020; Striebel et al., 2009). Cette boucle 

PL1 et sa conformation en spirale sont conservées à travers tous les clades.  

Les membres du clade 5 HCLR (HslU/ClpX, ClpABC-CTD, Lon et RuvB) possèdent 

uniquement l’élément structural situé juste avant le sensor 1 appelée le pré-sensor 1 (Ps1i). 

Elles partagent des similitudes fonctionnelles avec les membres du clade 3 car elles sont aussi 

impliquées dans le dépliement, le remodelage et le remaniement des protéines ou de 

complexes protéiques.  

Les différents motifs constituant le domaine AAA forment la « poche de fixation à l’ATP ». Le 

motif Walker A interagit avec les phosphates de l’ATP via la lysine conservée afin de stabiliser 

la liaison avec l’ATP. La majorité des ATPases AAA+ s’oligomérise pour former une structure 

en forme d’anneau composé de 6 sous-unités symétriques et un pore au milieu. Cette 

oligomérisation permet au motif arginine finger de se lier à la dernière liaison du groupement 

triphosphate (liaison γ-phosphate) durant l’hydrolyse. Le sous-domaine small AAA+ participe 

quant à lui à cette oligomérisation. Le pore situé au centre de la structure en anneau sert de 

passage pour le substrat (ADN, ARN et protéine).  

Les mécanismes de remodelage de l’ADN et de l’ARN sont aujourd’hui bien connus, 

notamment grâce aux études cristallographiques, à la différence du mécanisme de 

remodelage des protéines qui pose encore questions.  Certaines protéines comme la protéine 

Lon, possèdent une activité protéase grâce à un domaine protéase fusionné avec le domaine 

AAA. L’insert PS1i se positionne alors au centre de la structure en anneau et est crucial pour 

la fonction. Certaines études ont supposé que PS1i, lui aussi en forme d’escalier en spirale 

remplirait le rôle de PL1 mais pour transloquer l’ADN simple brins. Pour d’autres, PS1i possède 

plusieurs rôles : il permettrait l’interaction entre deux partenaires ou de simplement reconnaitre 

les substrats sans les transloquer  
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Les ATPases AAA+ sont cruciales pour la protéolyse c’est-à-dire le dépliement et la 

dégradation des protéines. Chez les bactéries, ClpXP, ClpAP, HslUV, FtsH et Lon sont les 5 

ATPases AAA+ à activité protéolytique les plus étudiées. Dans la plupart du temps, les 

activités ATPases et protéases proviennent de deux polypeptides distincts (ClpXP, ClpAP et 

HslUV) sinon ces deux activités sont présentes sur le même polypeptide (FtsH et Lon).  

L’action des ATPases AAA+ a aussi son importance dans la lutte face aux agrégats 

protéiques. Les protéines qui présentent un défaut de repliement s’agrègent entre elles et à 

partir d’une certaine concentration d’agrégats, ces derniers deviennent toxiques pour la cellule. 

Ce phénomène s’observe notamment lors d’un stress environnemental. Chez les bactéries et 

les eucaryotes, les ATPases AAA+ respectives ClpB et Hsp104 (heat-shock protein 104) 

participent à la désagrégation des agrégats protéiques induits par le stress. En réalité ces deux 

protéines ne travaillent pas seules. Hsp104 coopère avec la protéine chaperonne Hsp70 pour 

solubiliser puis replier correctement les protéines agrégées. D’autres études ont confirmé la 

présence de ce réseau de « bi-chaperonne ». Il a donc été supposé que Hsp104 brise les 

agrégats en petits morceaux qui sont ensuite repliés par Hsp70. Cette collaboration a aussi 

été mis en évidence entre Hsp70 et ClpB mais le système reste encore peu compris. En effet, 

les agrégats protéiques sont par définition peu structurés et très hétérogènes et donc 

supposés difficilement reconnaissables par Hsp104 et ClpB. Pour le moment, il semblerait que 

ces deux ATPases reconnaissent des régions riches en acides aminés basiques et 

aromatiques.  

Enfin le dernier rôle des ATPases AAA+ impliquées dans le remodelage protéique concerne 

le désassemblage de structure protéique.  

La protéine membranaire BacE présente donc toutes les caractéristiques communes 

aux ATPases AAA+ : i) un domaine AAA, ii) des motifs conservés au sein de ce domaine, iii) 

un domaine large AAA+ composé de et un domaine small AAA+ composé exclusivement 

d’hélice, iv) un domaine large AAA+ en feuillet- dans l’ordre précis et v) l’insertion d’éléments 

structuraux B et PS1i caractéristiques des clades classiques et HCLR.  

D’après le rôle joué par les ATPases AAA+ de ces clades, BacE pourrait intervenir dans 

le remodelage, le repliement ou le désassemblage de structure protéique.  

Cette hypothèse est cohérente si l’on considère les possibles superstructures formées par 

BacB (PspA homologue) et BacD (protéine SPFH flotilline). La présence d’une ATPase 

pourrait être nécessaire pour le repliement ou le désassemblage de ces superstructures.  
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En sachant que les ATPases AAA+ sont aussi impliquées dans le remodelage des acides 

nucléiques et compte tenu de l’annotation du domaine DUF3686, une possible fonction de 

BacE liée au remodelage des acides nucléiques ne peut être exclue.  

III.4 La protéine BacF 

D’après la base de données Pseudomonas Genome Database, la protéine BacF codée par le 

gène PA14_16200, présente une masse de 26,4 kDa et contient 230 acides aminés. Sur la 

base de données Uniprot, BacB est annotée comme une « Phospholipase D-like domain-

containing protein ». Là encore cette annotation est à l’état « unreviewed ».  

À l’image de BacE, la localisation de BacF est incertaine. D’après les prédictions de PSORTb, 

cette protéine est cytoplasmique (indice de confiance de 8,96 sur 10). Alors que DeepTHMM 

prédit BacE comme étant cytoplasmique (probabilité 1/1), Phobius l’a prédit comme non 

cytoplasmique (probabilité de 0,8/1) (annexe 6).  

BacF, contient un domaine « Phospholipase D, PLD_like » (en bleu-vert, IPR025202) 

superposé sur un domaine « cardiolipine hydrolase » (en beige, PTHR 43856). À l’intérieur de 

ces domaines des sites actifs et un site catalytique ont été identifiés (Figure 57).   

 

 

 

 

 

 
Figure 57 | Domaines identifiés chez la protéine BacF. 
Les ronds et le triangle noirs indiquent respectivement des sites actifs et un site catalytique 
hypothétiques.  

 

Plusieurs domaines provenant des bases de données PANTHER et CDD, non représentés 

sur la figure, chevauchent le domaine « PLD_like » : i) « PLDc_2 », ii) « PLDc_6 », iii) 

« endonucléase A » et iv) « nucléase ».  

Les membranes des organismes vivants sont composées de lipides amphiphiles. Chez les 

bactéries, les lipides les plus répandus sont les phospholipides, les glycolipides, les lipides 

ornithines, les acides gras et le LPS. Chez les Gram négatif, les phospholipides représentent 

environ 40% des lipides totaux de la membrane interne tandis qu’ils ne représentent que 25% 

de la membrane externe. Les phospholipides les plus répandus chez P. aeruginosa sont la 



Projet de recherche – Partie 2 : Analyse bio-informatique approfondie  

156 
 

phosphatidyléthanolamine (PE), le phosphatidylglycérol (PG), la cardiolipine (CL ou 

diphosphatidylglycérol), la phosphatidylcholine (PC) ou encore l’acide phosphatidique (PA). 

Chez P. aeruginosa, le phospholipide majoritaire, que ce soit de la membrane interne ou 

externe, est le phosphatidyléthanolamine (PE) (Pinkart & White, 1998).  

Les cardiolipines sont connues pour leur forte capacité à créer des interactions avec une 

grande variété de protéines. Elles organisent ainsi spatialement les protéines membranaires 

formant des domaines ou microdomaines. En phase exponentielle, les cardiolipines sont 

minoritaires, en revanche sous-certaines conditions induisant une diminution de la croissance, 

elles deviennent majoritaires (Shibuya, 1992). Leur quantité augmente notamment en phase 

stationnaire de croissance (Short & White, 1971), en réponse à un stress osmotique (Catucci 

et al., 2004; Yasuhiro et al., 1972) ou encore lors d’une diminution du métabolisme énergétique 

(H. U. Koch et al., 1984). Le rôle des cardiolipines dans la stabilisation des membranes est 

encore peu connu. Il semblerait que les cardiolipines se regroupent préférentiellement aux 

pôles et dans les régions courbées des cellules (K. C. Huang et al., 2006; Kawai et al., 2004; 

Mileykovskaya & Dowhan, 2000). Cette localisation précise pourrait induire une ségrégation 

des protéines et surtout constituer une plateforme lipidique adéquate pour l’insertion de 

protéines spécifiques comme celles impliquées dans l’osmoprotection (Romantsov et al., 

2007). Cette augmentation des cardiolipines est liée à l’augmentation de l’activité enzymatique 

de la cardiolipine synthase (Heber & Tropp, 1991; Hiraoka et al., 1993). Les cardiolipines 

synthases appartiennent à la superfamille des phospholipases D.  

La superfamille des phospholipase D contient les cardiolipines synthases bactériennes, les 

phosphatidylsérines synthases eucaryotes et procaryotes, les protéines d’enveloppe poxvirus, 

la toxine murine de Yersinia et les endonucléases spécifiques et non spécifiques et les 

phospholipases D. Les membres de cette superfamille sont présents chez les virus, les 

bactéries, les levures, les animaux et les plantes. Les membres forment une superfamille 

d’homologues car ils possèdent une structure catalytique et un mécanisme réactionnel 

similaire (Koonin, 1996; Ponting & Kerr, 1996). Les membres de cette famille utilisent différents 

substrats estérifiés comme les phospholipides, les acides nucléiques et les protéines 

phosphorylées.   

Cette superfamille possède la capacité d’hydrolyser la liaison phosphodiester de la PC ce qui 

forme le second messager PA et la choline. Le PA sert de second messager tandis que la 

choline est utilisée dans le métabolisme des phospholipides (Ponting & Kerr, 1996). Les 

membres de cette superfamille contiennent tous la séquence catalytique 

HxK(x)4D(x)6G(G/S)xN, où x est un acide aminé quelconque (Ponting & Kerr, 1996). Ce motif 

appelé HKD forme le domaine catalytique (ou site actif) crucial pour l’activité de ces enzymes 
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(Metrick et al., 2020). Chez les eucaryotes, les membres contiennent deux motifs HKD révélant 

un phénomène de duplication génique, un domaine PX/PH (phox homology/pleckstrin 

homology) ou un domaine C2. Ces domaines contrôlent l’insertion de l’enzyme dans la 

membrane et régulent l’activité enzymatique.  

La seule exception concerne la phospholipase eucaryote PLD6 (aussi appelée mitoPLD). En 

effet, ce membre ne contient pas deux motifs HKD mais qu’un seul motif HKD. PLD6 est donc 

plus proche des membres procaryotes qui ne contiennent eux aussi qu’un seul motif HKD 

(Figure 58). Une exception concerne la protéine PldA de P. aeruginosa qui possède un 

domaine PX/PH et deux motifs HKD (X. Yang et al., 2022).  

Un second motif de séquence RGV est aussi conservé entre les membres. À ce jour sa 

fonction est inconnue mais il est supposé impliqué dans l’interaction avec le substrat.  

 

Figure 58 | Domaines et motifs présents chez les différents membres de la superfamille des 
phospholipases D. 
Le motif HKD est responsable de l’activité catalytique et est conservé parmi les membres. Certains 
membres possèdent dans leur extrémité N-terminale des domaines régulateurs non conservés.  Nuc : 
endonucléase et PLD : phospholipase D.  

 

Au fur et à mesure des études structurales et fonctionnelles, deux classes se sont dessinées. 

Les membres de la première classe, qui possèdent deux motifs HKD, sont impliqués de façon 

privilégiée dans l’hydrolyse des lipides. Les membres de la seconde classe, qui possède un 

unique motif HKD, affichent une activité endonucléase prédominante qui coupe en fragments 

les séquences d’acides nucléiques (Ponting & Kerr, 1996).  

L’analyse de la structure de BacF révèle un seul motif HKD (Figure 59a). Un alignement a donc 

été réalisé avec des protéines possédant elles aussi un seul motif HKD : la protéine Nuc de S. 

thyphimurium, la PLD6 humaine (aussi appelée Mito PLD) et Zucchini de Drosophila 
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melanogaster (Figure 59b). BacF partage respectivement 29,55%, 29,49% et 33,65% de 

pourcentage d’identité de séquence avec PLD6, Nuc et Zucchini. Ces premiers résultats 

suggèrent que BacF appartiendrait à la seconde classe contenant les membres prédestinés à 

une activité enzymatique de type endonucléase.  

 a 

1                  84 
MDFDGLDRQLRDSLADLKLSNEERDELRQLGSELAPDQVRFLRNRAFDLVRELVLVEEQGERIAALKWLEQVVRT
LEVTAAAPR 
85                170 
SRASAYFSPGEECRRKIRELCRQARQSLDICVFTISDDQLSAEILACHRRGVPVRIISDDDKQFDEGSDIHALREAG
VPLRIDDSP 
170           230 

FHMHHKFALVDGAWLLNGSFNWTRSASVNNEENLLVTDDAVLIGAYRREFEELWGRYAPR 

 
b 
 

 
 

Figure 59 | BacF fait partie de la superfamille des phospholipases D 
Motif HKD identifié chez BacF (en rouge et en gras) (a). Alignement réalisé avec Clustal Omega et 
modifié à l’aide de Jalview. Les résidus sont coloriés selon leur pourcentage de conservation (option 
BLOSUM62 score). Les motifs RGV et HKD sont entourés en pointillé (b).  

 

Pour confirmer l’appartenance de BacF à la superfamille des phospholipases D, la structure 

tertiaire du motif HKD a été comparée à celle des membres de la superfamille des 

phospholipases D. Étant donné que BacF ne contient qu’un seul motif HKD, la comparaison 

s’est effectuée avec les structures de PLD6 de la souris (accession PDB 4GGJ ; (Ipsaro et al., 

2012)) Nuc de S. thyphimurium  (accession PDB 1BYR ; (Stuckey & Dixon, 1999)) et Zucchini 

de Drosophila melanogaster (accession PDB 4GEL ; (Nishimasu et al., 2012)). Pour la 

comparaison c’est le modèle prédit par AlphaFold qui a été utilisé.  
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Le modèle AlphaFold de BacF possède un très bon score de confiance, en particulier 

l’extrémité N-terminale. Seule la partie reliant l’extrémité C-terminale à l’extrémité N-terminale 

possède des scores de confiance plus faibles (Figure 60a).  

a 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
b 

 
 
Figure 60 | Le motif HKD de BacF adopte une structure similaire à celui des autres membres. 
Qualité du modèle de BacF prédit par AlphaFold (a). Structure tertiaire du motif HKD. Les structures de 
BacF (1), Nuc (2, PDB 1BYR), Zucchini (3, PDB 4GEL) et PLD6 (4, PDB 4GGJ) ont été modifiées à 

l’aide du logiciel Mol*(Star) en colorant les hélices  en bleues, les brins- en verts et le motif HKD en 
rouge (b).   
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Les différentes études structurales ont révélé que les protéines Nuc, Zucchini et PLD6 se 

dimérisent rendant le site catalytique, situé au centre du dimère, actif (Figure 60b). Chaque 

monomère porte donc « la moitié » du site actif et est composé d’hélice  et de brins-. Le 

motif HKD est retrouvé, de façon conservée, sur les brins 5 et 6. Au centre de ce dimère, 

les histidines chacune situées sur un motif HKD, sont adjacentes. Le feuillet- est entouré 

d’hélices , c’est pourquoi le terme de « sandwich » est régulièrement retrouvé dans la 

littérature. Ce site actif est maintenu en place grâce à des liaisons hydrogènes (Bowling et al., 

2021; Ipsaro et al., 2012; Leiros et al., 2000; Metrick et al., 2020; Nishimasu et al., 2012; Voigt 

et al., 2012; Y. Zhao et al., 1997).  

Cette conformation est aussi visible chez BacF, le feuillet- de 7 brins- est pris en sandwich 

par 6 hélices . Deux brins- supplémentaires sont aussi présents (notés 2b et6b). Enfin, le 

motif HKD est bien retrouvé sur les brins 5 et 6a.  

La position des histidines au sein du dimère est cruciale pour le mécanisme réactionnel. Ce 

dernier se fait selon un mécanisme nommé « ping-pong » (Stuckey & Dixon, 1999). Le principe 

repose sur une attaque nucléophile. L’histidine du motif HKD du premier monomère sert de 

nucléophile pour attaquer le groupement phosphate du substrat. Cette attaque nucléophile 

libère un groupement choline et forme simultanément une molécule intermédiaire qui 

correspond à une phospho-histidine (aussi appelée phosphoenzyme). L’histidine présente sur 

le motif HKD du second monomère sert d’électrophile qui clive la liaison phosphodiester 

libérant une molécule de PA.  

Pour les membres qui possèdent deux motifs HKD, le principe est le même. Lorsque la 

protéine adopte sa conformation tertiaire, les deux histidines, chacune située sur un motif HKD, 

sont adjacentes. Selon les membres, l’histidine du motif HKD en N-terminal sert de nucléophile 

et l’histidine du motif HKD en C-terminal sert d’électrophile ou inversement.  

La découverte de la superfamille des phospholipases D provient des études sur les protéines 

Nuc d’E. coli et de S. typhimurium. Cette protéine fût le premier membre de cette superfamille 

à être identifiée. Un monomère Nuc est composé d’un feuillet- de 8 brins- pris en sandwich 

par 5 hélices . La protéine Nuc est une endonucléase dont le gène est localisé sur un 

plasmide pKM101 retrouvé chez E. coli et S. typhimurium. Ce plasmide porte environ 15 gènes 

dont certains impliqués dans la conjugaison, dans l’amplification du processus SOS de 

réparation de l’ADN responsable de mutagénèse induite ou dans la résistance aux -

lactamases (gène bla) (Langer et al., 1981). Une fois codée, Nuc est une protéine d’abord 

cytoplasmique qui devient définitivement périplasmique grâce au clivage de son peptide 

signal. Nuc, en tant qu’endonucléase, hydrolyse la liaison phosphodiester au sein de l’ADN et 

de l’ARN double brins. Son activité est maximale lorsqu’elle est en présence de cations mais 
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n’est pas inhibée en présence d’EDTA. Le rôle fonctionnel de la protéine Nuc est à ce jour 

inconnue. Elle est pour le moment considérée comme une protéine auxiliaire à la conjugaison.  

 La protéine Zucchini est conservée chez les animaux et est ancrée dans la membrane de la 

mitochondrie grâce à son extrémité N-terminale en hélice . La protéine Zucchini possède une 

similarité de séquence élevée avec les endonucléases bactériennes Nuc. Il fût donc supposé 

que Zucchini possèderait aussi une fonction de type endonucléase. Le site actif de Zucchini 

est constituée d’un feuillet- de 8 brins- pris en « sandwich » par des hélices . La structure 

du Zucchini, ainsi élucidée, est venue confirmer la présence d’une activité endonucléase et 

plus particulièrement endoribonucléase spécifique des acides nucléiques (ADN et ARN) 

simple brin. Le dimère peut en effet, se fixer à un ARN pour générer des piRNAs (Nishimasu 

et al., 2012).   

Chez l’Homme, les phospholipases D sont classées en 6 isoformes allant de PLD1 à PLD6. 

L’isoforme PLD6 est la seule isoforme très proche des protéines Nuc et Zucchini (Y. Zhao et 

al., 1997). PLD6 possède un domaine transmembranaire à son extrémité N-terminale lui 

permettant de s’ancrer dans la membrane de la mitochondrie (d’où son nom Mito PLD). PLD6 

possède une activité « cardiolipine hydrolase » qui génère le PA (S.-Y. Choi et al., 2006; H. 

Huang et al., 2011). Ce PA, localisé à la surface de la mitochondrie, régule à travers un réseau 

de signaux lipidiques, sa taille dans le but par exemple d’augmenter la production d’énergie 

ou de « marquer » une mitochondrie en cours d’autophagie. Le PA permet donc d’augmenter 

les phénomènes de fusion des mitochondries tandis que, lorsque le PA est converti en 

diacylglycérol, ce sont les phénomènes de fission qui sont privilégiés. Dans le même temps, 

une activité endoribonucléase, similaire à celle de Zucchini a été identifiée. Cette activité 

génère aussi, à partir d’acides nucléiques (ADN et ARN), des piRNAs dont le rôle est crucial 

pendant la spermatogénèse (H. Huang et al., 2011; Voigt et al., 2012; Watanabe et al., 2011). 

Les piRNAs, aussi appelés Piwi RNA, ont de nombreux rôles. Ils font partie d’une stratégie de 

défense des eucaryotes face aux éléments génétiques transposables selon une stratégie 

basée sur l’interférence à l’ARN. C’est un processus de défense actif qui permet de « rendre 

silencieux » les transposons (Aravin et al., 2007). Le même principe existe chez les bactéries, 

c’est le système CRISPR. Ce système est constitué de cassettes contenant des séquences 

répétées provenant de phages ou de plasmides. Ces séquences ont été capturées lors de 

précédentes invasions. Ce système CRISPR est donc une « mémoire » qui ajoute à chaque 

invasion, un fragment d’ADN extra-chromosomique. Durant la seconde invasion du phage ou 

du plasmide, la cassette CRISPR est transcrite en petits ARN, chacun spécifique d’un phage 

ou d’un plasmide déjà rencontré. Ces petits ARN vont cibler l’ADN étranger qui sera éliminé 

grâce à l’action de nucléases Cas (Horvath & Barrangou, 2010).   
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BacF n’ayant jamais été étudiée auparavant, aucune activité enzymatique ni propriété 

d’oligomérisation ont été pour le moment mises en évidence. En revanche, un des modèles 

prédits par Swiss-Model se base sur le template du dimère Zucchini. Ce modèle possède un 

score moyen mais est en accord avec la littérature. Dans ce modèle, les histidines présentes 

sur chacun des motifs HKD sont bien adjacentes (Figure 61a).  

La taille du site actif forme une « poche » qui accueille le substrat. La taille de cette poche 

varie selon les membres et permet de sélectionner le substrat. Chez les eucaryotes, sauf 

PLD6, cette poche est étroite et plus profonde que celle des endonucléases, permettant la 

fixation aux phospholipides (voir PLD Figure 61b). Chez les procaryotes et PLD6 la poche 

forme une rainure allongée plus adaptée pour la fixation des acides nucléiques (voir PLD6 et 

Nuc Figure 61b). La poche de PLD6 est aussi plus étroite que celle de Nuc, permettant la 

fixation d’acides nucléiques uniquement simple brin. La poche de Nuc et PLD6 est tapissée 

de charges positives alors que chez les autres membres ce sont des charges négatives (Yao 

et al., 2021). La poche formée par le dimère de BacF semble similaire à celle de Nuc et PLD6 

(Figure 61b) ce qui suggère une activité enzymatique de type endonucléase.  

 

Figure 61 | La poche formée par le dimère prédit de BacF est similaire à la poche de Nuc et PLD6. 
Dimère, prédit par Swiss-Model, vu de face (à gauche) et du dessus (à droite). Les histidines des motifs 
HKD sont indiquées en rose. Les structures de BacF ont été modifiées à l’aide du logiciel Mol*(Star) en 

colorant les hélices  en bleues, les brins- en verts (a). Comparaison de la poche de BacF à celles 
des autres endonucléases (Nishimasu et al., 2012). Les structures sont colorées selon la charge et la 
molécule d’ARN présentée dans la poche de PLD6 est colorée en vert (b).  
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Alors que Nuc et Zucchini ont pour seuls substrats les acides nucléiques, PLD6 a pour 

substrats des acides nucléiques et les cardiolipines. Il est pour le moment impossible 

d’attribuer un substrat précis à BacF. Par homologie, ces derniers peuvent être des acides 

nucléiques mais aussi des phospholipides comme les cardiolipines.    

Pour conclure BacF possède toutes les caractéristiques d’un membre de la superfamille 

des phospholipases D : i) un motif RGV, ii) un site catalytique de motif conservé 

HxK(x)4D(x)6G(G/S)xN et iii) une conformation présentant un feuillet- pris en sandwich par 

des hélices  et exposant l’histidine au centre.  

IV. Discussion et hypothèses sur la régulation du système BAC   

Chez toutes les bactéries, maintenir l’homéostasie et l’intégrité membranaire est vital. Il n’est 

donc pas étonnant de retrouver chez ces dernières, des systèmes protéiques conservés 

dédiés à la protection, à la perception de stress, à la transduction du signal et à la réponse au 

stress.  

Le système Psp fait partie de ces systèmes conservés car il est retrouvé chez les 

protéobactéries, les actinobactéries et les firmicutes. Ces systèmes Psp possèdent tous un 

gène pspA conservé mais présentent un environnement génique variable par rapport au 

système Psp d’E. coli. Au regard de l’étonnante conservation du gène pspA chez tous ces 

systèmes, des études phylogénétiques ont été entreprises afin de comprendre l’évolution de 

PspA et d’identifier des nouveaux partenaires. 

Concernant P. aeruginosa, les travaux précédents menés sur BacA et BacB suggèrent la 

présence d’un système Psp (Macé et al., 2008). Nos études bio-informatiques proposent que : 

BacB est une protéine cytoplasmique de la famille des PspA/IM30 ; BacC et BacD sont 

membranaires et formeraient un couple NfeD/SPFH ; la localisation de BacE et BacF est 

incertaine, ces protéines appartiendraient respectivement à la superfamille des ATPases 

AAA+ et à la superfamille des phospholipases D. Toutes ces données correspondent 

parfaitement au système Psp décrit chez Dokdonia par Ravi et collaborateurs :  

- BacA serait une protéine avec un domaine DUF2170 de la famille de YjfI d’E. coli 

- BacB serait une protéine homologue à PspA, 

- BacC serait une protéine à trois domaines transmembranaires similaire à la protéine 

YqiJ d’E. coli ou YuaF de B. subtilis, 

- BacD serait une une protéine contenant un domaine transmembranaire, un domaine 

Band7, une région coiled-coil et un domaine flotilline, 

- BacE serait une ATPase AAA+  

- BacF serait une phospholipase D.  
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Rien dans la littérature évoque un système Psp chez P. aeruginosa, hormis les travaux du Dr. 

Macé (Macé et al., 2008). 

La réponse Psp est régulée finement par des mécanismes de régulation plus ou moins 

complexes selon les espèces. Le mécanisme de régulation de la réponse Psp est bien connu 

chez E. coli, B. subtilis, M. tuberculosis et Y. enterolitica et est décrit plus en détails ci-dessous.  

• Le système Psp d’E. coli : 

La régulation et le fonctionnement du système Psp est très complexe et n’est encore que 

partiellement élucidée (Figure 62). Chez E. coli, la protéine PspA est cytoplasmique ou 

localisée à la périphérie de la membrane interne. Les protéines PspB, C et D sont localisées 

dans la membrane interne, PspE est située dans le périplasme et PspG est prédite comme 

étant une protéine de la membrane interne (Brissette et al., 1991).  

Les protéines PspBC sont les unités senseurs du stimulus et leur localisation à la membrane 

ne se fait pas aléatoirement. Ces protéines sont retrouvées aux niveaux des pôles de la cellule 

riches en cardiolipines (Engl et al., 2009). Ce lipide anionique est d’ailleurs le deuxième plus 

abondant de la membrane interne après le phosphatidylglycérol et est impliqué dans la 

signalisation. Chez une souche E. coli déficiente dans la production de cardiolipine et en 

condition de stress, la signalisation du stimulus médiée par PspBC est diminuée et la 

localisation de PspA à la membrane est abolie (Jovanovic, Mehta, Ying, et al., 2014). À cette 

même période, une autre équipe, a démontré que la localisation de la flotilline FloT était aussi 

dépendante de la cardiolipine et que cette organisation était importante pour la signalisation 

membranaire chez B. subtilis (Bach & Bramkamp, 2013; Donovan & Bramkamp, s. d.). 

Jovanovic et collaborateurs ont incorporé dans leur étude sur le système Psp la flotilline YqiK 

(abordée lors de l’étude bio-informatique de BacD). La flotilline YqiK est elle aussi localisée au 

niveau des pôles et sa mutation induit une réduction de l’induction du système. Les auteurs 

en conclurent que la cardiolipine et YqiK amplifient la signalisation du stimulus (Jovanovic, 

Mehta, Ying, et al., 2014).  

Les deux acteurs pivots du système sont PspA et PspF. PspF en tant que régulateur 

transcriptionnel forme un complexe avec l’ARN polymérase et le facteur sigma σ54 afin 

d’activer la transcription de l’opéron pspABCDE, du gène pspG et de son propre gène 

(Jovanovic et al., 1996). En condition non inductrice, PspA, sous forme d’oligomères, forme 

un complexe avec l’hexamère PspF qui cible le promoteur et qui inactive soit sa propre 

transcription soit celle de pspG (Dworkin et al., 2000). Le complexe PspA-PspF peut aussi se 

déplacer dans la cellule et aller au contact des protéines PspBC afin « d’évaluer » leur état 

(stimulée ou non), en sachant que l’état de PspBC reflète l’état de la membrane. Si aucun 

stimulus n’est présent, le complexe retourne ensuite sur l’un des promoteurs. 
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En condition inductrice, PspB et PspC sont constamment stimulées et PspC induit un 

changement conformationnel permettant la transduction du signal à PspA. Cette dernière 

change de partenaire en libérant PspF et en se fixant aux protéines PspBC (Adams et al., 

2003). Les deux protéines ainsi libérées sont prêtes à jouer leur rôle respectif. Au niveau du 

site membranaire endommagé, PspA forme un complexe oligomérique de 36 unités en forme 

de donut afin de protéger l’intégrité de la membrane (Engl et al., 2009; Kleerebezem et al., 

1996). De son côté, PspF active la transcription de l’ensemble des gènes du système.  

PspA peut aussi être recrutée non pas au niveau des pôles mais dans les régions 

longitudinales, par MreB et RodZ. MreB est une protéine du cytosquelette homologue à l’actine 

qui a un rôle majeur dans le maintien et la modulation de la morphologie cellulaire via la 

synthèse du peptidoglycane. La protéine transmembranaire RodZ interagit du côté 

périplasmique avec les enzymes de synthèse du peptidoglycane et interagit grâce à son 

domaine cytoplasmique avec MreB (Shi et al., 2018).  

Le système retourne à un état non induit par un phénomène de boucle d’auto-induction. Le 

rôle de PspG est encore mal connu mais il semble impliqué dans la cascade de signalisation 

lorsque le système est induit par la sécrétine IV du phage filamenteux (Jovanovic et al., 2006; 

Lloyd et al., 2004).  Enfin, les rôles respectifs de PspD et PspE restent encore inconnus bien 

qu’une activité de type sulfurtransfèrase ait été attribuée à PspE (Adams et al., 2002).  

 

Figure 62 | La réponse Psp chez E. coli. 
Voir le texte pour l’explication. RPc : close promoter complex, RPo : open promoter complex, CL : 
cardiolipine (Jovanovic, Mehta, Ying, et al., 2014).  
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• Les systèmes Psp de B. subtilis : 

Deux systèmes Psp cohabitent chez B. subtilis. L’un implique la protéine LiaH, l’autre PspA, 

ces deux protéines étant homologues à PspA. 

La réponse Psp médiée par LiaH est régulée par un système à trois composants (Figure 63) 

(Wolf et al., 2010). Le gène liaH fait partie de l’opéron liaIHGFSR. Cet opéron code une 

protéine membranaire LiaI, le système de régulation à trois composants LiaFSR et LiaG qui 

est de fonction inconnue.  

En absence de stress, le promoteur situé en amont de liaG maintient une expression basale 

de liaGFSR et LiaS, le senseur qui possède une activité kinase-phosphatase est inhibé par la 

protéine membranaire LiaF par des interactions protéine-protéine supposées (Jordan et al., 

2006; Schrecke et al., 2013). LiaS étant inhibée, elle ne peut donc pas phosphoryler le 

régulateur de réponse LiaR, ce qui le rend inactif. En présence de stress perturbant la 

membrane, en particulier la présence d’antibiotiques, LiaS est libérée et active LiaR par 

phosphorylation. LiaR phosphorylée se fixe à la région promotrice en amont de liaI induisant 

une forte expression de l’opéron liaIHGFSR (Schrecke et al., 2013). Le mécanisme employé 

par LiaF pour inhiber LiaS reste encore inconnu. En absence de stress, LiaH est cytosolique 

et LiaI est localisée à la membrane. En présence d’un stress, la concentration de ces deux 

protéines augmentent considérablement et LiaI recrute LiaH du côté cytoplasmique de la 

membrane (Domínguez-Escobar et al., 2014). Le complexe LiaIH, formé en réponse aux 

dommages de la membrane par les antibiotiques, contribue à préserver l’intégrité de la 

membrane. LiaH ne dispose pas des fonctions régulatrices exercées par PspA sur le facteur 

de transcription PspF.  

 

Figure 63 | La réponse Psp chez B. subtilis. 
À l’état non induit, LiaF inhibe le senseur LiaS par un mécanisme encore inconnu (flèche à extrémité 
droite et en pointillé). LiaR, le régulateur de réponse, est à l’état inactif car non phosphorylé. Les 
protéines LiaI et LiaH sont respectivement membranaire et cytosolique. À l’état induit, LiaS perçoit les 
stimuli provenant de la membrane et active LiaR par phosphotransfert (flèche en pointillé). Ce dernier 
se fixe dans la région opéronique de liaIH et active la transcription (flèche épaisse). La protéine LiaI 
recrute LiaH à la face cytoplasmique de la membrane. Le complexe LiaIH joue un rôle dans la 
conservation de l’intégrité membranaire suite aux dommages provoqués par les antibiotiques 
(Manganelli & Gennaro, 2017).  
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Le second système Psp de B. subtilis a été le dernier décrit pour la première fois en 2021 (Z. 

Yang et al., 2021). Le gène pspA fait partie de l’opéron pspA-ydj régulé par le facteur sigma σW 

(Figure 64). Le régulon de ce facteur sigma est impliqué dans la protection de la membrane 

face aux effets perméabilisants des peptides antimicrobiens produits par les bactéries Gram 

positif. Les protéines YdjG et YdjH sont des protéines membranaires. La régulation de la 

réponse Psp de ce système n’est pas encore totalement élucidée.   

À l’état induit, la concentration cellulaire de PspA augmente mais pas celle de YdjGHI, ce qui 

est cohérent car il existe un terminateur de la transcription entre pspA et ydjGHI. La protéine 

PspA interagit avec la membrane uniquement grâce à la protéine SPFH YdjI. En revanche en 

l’absence de pspA, YdjI est toujours présente à la membrane. La protéine YdjI est une protéine 

SPFH particulière car elle ne possède pas de domaine transmembranaire suggérant qu’elle 

doit interagir avec d’autres partenaires membranaires pour être correctement localisée.  

La délétion de ydjH et ydjG abolit complétement la localisation membranaire de YdjI et celle 

de PspA, révélant ainsi un véritable réseau d’interactions. La formation du complexe YdjI et 

PspA nécessite donc les protéines membranaires YdjG et YdjH. De plus, en condition de 

stress la délétion de ydjH et ydjG induit une sévère déformation de la morphologie de la cellule, 

similaire à celle observée chez des souches déficientes pour les gènes codants les enzymes 

de synthèse du peptidoglycane. La délétion de ydjG induisant le phénotype le plus sévère, les 

auteurs en ont conclu que YdjG serait impliquée dans la signalisation du stress d’enveloppe 

mais aussi dans la synthèse du peptidoglycane. À la différence de la protéine PspA d’E. coli, 

la localisation de PspA ne dépend pas de la protéine MreB (Z. Yang et al., 2021).   

 

 

Figure 64 | Représentation schématique de l’opéron pspA-ydj de B. subtilis. 
L’expression de cet opéron est dépendante du facteur sigma W (Z. Yang et al., 2021). 

  



Projet de recherche – Partie 2 : Analyse bio-informatique approfondie  

168 
 

• Le système Psp de M. tuberculosis : 

Toutes les mycobactéries, sauf M. leprae, possèdent dans leur génome le gène pspA. Chez 

M. tuberculosis, ce gène fait partie d’un opéron composé de 4 gènes (Figure 65). Le régulateur 

transcriptionnel de réponse clgR, pspA et deux gènes codant des protéines de fonctions 

inconnues, rv2743c et rv2742c. Cet opéron est régulé par ClgR, le facteur sigma accessoire 

de stress d’enveloppe SigE, lui-même régulé par le système à deux composants MprA-MprB. 

Ce réseau de régulations est impliqué dans la réponse au stress de surface et dans la création 

de cellules persister résistantes aux molécules antimicrobiennes.  

La protéine senseur MprB s’autophosphoryle et active le régulateur de réponse MprA par 

phosphotransfert. MprA phosphorylé active la transcription du facteur sigma SigE. Le régulon 

du facteur sigma SigE comprend le régulateur positif de la transcription ClgR (Manganelli et 

al., 2023). En absence de stress, PspA inhibe ClgR par interaction protéine-protéine. En 

condition de stress, PspA libère ClgR qui active à son tour l’expression de l’opéron. En 

parallèle, PspA s’associe aux protéines Rv2743c et Rv2742c localisées à la membrane 

(Manganelli & Gennaro, 2017).  

 

Figure 65 | La réponse Psp chez M. tuberculosis. 

À l’état non induit, ClrgR le régulateur de la transcription n’active pas la transcription de l’opéron. En 
présence de stress, la protéine senseur MprB s’autophosphoryle et active le régulateur de réponse 
MprA par phosphotransfert (flèche en pointillé). MprA active la transcription du facteur sigma accessoire 
SigE qui active à son tour la transcription de ClgR (flèche épaisse). ClgR se fixe dans la région 
promotrice de l’opéron et active la transcription (flèche épaisse). Les protéines Rv2743c et Rv2742c 
recrute PspA à la membrane (flèche épaisse) (Manganelli & Gennaro, 2017).  
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• Le système Psp de Y. enterocolitica : 

Chez Y. enterocolitica, l’opéron de 7 gènes pspABCDycjXF et le gène pspF codent le système 

Psp (Figure 66). En absence de stress, PspA séquestre PspF dans le cytoplasme. Les 

protéines membranaires PspB et PspC forment un complexe qui est à l’état « OFF ». En 

présence de stress, le complexe membranaire PspBC passe à l’état « ON » ce qui permet 

l’interaction avec PspA.  PspF en tant que régulateur positif de la transcription, active 

l’expression de l’opéron pspABCDycjXF et PspA interagit avec le complexe membranaire 

PspBC (S. Yamaguchi & Darwin, 2012).  

 

Figure 66 | La réponse Psp chez Y. enterocolitica. 

À l’état non induit, le complexe PspBC est situé à la membrane et est à l’état OFF. Dans le cytoplasme, 
PspA forme un complexe avec PspF. En condition de stress induit par exemple par une mauvaise 
localisation de la sécrétine (YscC), le complexe PspBC est à l’état ON, permettant l’interaction avec 
PspA. PspF libérée active l’expression de l’opéron pspABCDycjXF. L’augmentation de la concentration 
de PspABC prévient les dommages à la membrane (S. Yamaguchi & Darwin, 2012).  

 

Tous les systèmes Psp décrits jusqu’à présent possèdent deux points communs. Le plus 

évident concerne la présence universelle de la protéine PspA localisée à la périphérie de la 

membrane lorsque le système est induit. Le second concerne la présence d’une ou de 

plusieurs protéines membranaires impliquées dans le recrutement de PspA à la membrane.  

La distinction majeure entre tous ces systèmes concerne leur régulation. Chez E. coli et Y. 

enterocoltica, les protéines PspA établissent une interaction directe avec l’activateur 

transcriptionnel PspF dont son gène est présent ailleurs dans le génome. La régulation 

s’effectue via un changement de partenaire. Chez B. subtilis, la régulation s’effectue par les 

activités phosphatases et kinases du système à deux composants LiaSR. Enfin, la régulation 

du système de M. tuberculosis est la plus complexe car elle couple ces deux mécanismes de 

régulation.  
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• Proposition de régulation du système BAC de P. aeruginosa : 

Une hypothèse sur la régulation du système BAC a été émise lors des travaux réalisés sur 

BacA (cf Projet de recherche - Partie 1 – Section II.). BacA pourrait participer à un mécanisme 

de régulation via des interactions protéines-protéines. Ces interactions pourraient par exemple 

séquestrer un activateur de la transcription, qui est probablement encore inconnu à ce jour. 

En effet, d’après nos résultats, le système BAC ne contient pas de protéine ayant un rôle 

d’activateur de la transcription similaire à PspF par exemple.  

Or, cet activateur est indispensable pour la transcription de l’opéron bacABCDEF. En effet, cet 

opéron semble sous la dépendance du facteur sigma σ54. L’holoenzyme formée par l’ARN 

polymérase et le facteur sigma σ54 forme un complexe ouvert seulement en présence d’un 

activateur de la transcription. De plus, cet activateur de la transcription, grâce à son activité 

ATPase fournit l’énergie nécessaire à l’activation de la transcription. La protéine BacE prédite 

comme une ATPase pourrait donc être cet activateur, or, elle ne semble pas possèder les 

éléments structuraux communs aux activateurs connus pour interagir avec le facteur sigma 

σ54. De plus, elle possède un domaine DUF3686 qui n’a, à ce jour, jamais été décrit en 

interaction avec le facteur sigma σ54. En revanche, à l’image de pspF, il est possible que le 

gène codant l’activateur de la transcription soit ailleurs dans le génome.  

De plus, Brencic et collaborateurs ont identifié en 2009 chez la souche PAK de P. aeruginosa 

de nouvelles cibles du système à deux composants GacA/ GaS faisant intervenir le régulateur 

traductionnel RsmA et les petits ARNnc RsmY/Z. Ce système a été abordé dans la partie 

bibliographique (cf Revue bibliographique – Chapitre 2 – Section I.4). Parmi ces cibles, se 

trouve l’opéron pa3732-pa3728 (homologue de l’opéron bac chez PAO1). Cet opéron est 

surexprimé chez une souche déficiente pour le gène rsmA par rapport à la souche WT avec 

des rapports d’expression différentielles non négligeables allant de 4,9 à 16,9 (Brencic & Lory, 

2009). 

En se basant, sur ces différentes observations et sur nos travaux, nous proposons une 

hypothèse quant à la régulation de l’opéron bac Figure 67. Dans cette hypothèse, l’expression 

de l’opéron bac est régulée à deux niveaux. Le facteur sigma et l’activateur transcriptionnel, 

agissent à un niveau transcriptionnel tandis que la protéine RsmA serait le régulateur 

traductionnel du système. En conditions non inductrices, à l’image de PspF, BacA 

séquestrerait l’activateur de la transcription bloquant ainsi la transcription de l’opéron bac.  En 

parallèle, RsmA, libre entrerait en compétition avec le ribosome en l’empêchant de se fixer sur 

le site de fixation au ribosome. En conditions inductrices, l’activateur de la transcription serait 

libéré par BacA et pourrait former l’holoenzyme constituée de l’ARN polymérase, du facteur 

sigma et de cet activateur. En parallèle, après un stimulus, l’histidine kinase GacS 



Projet de recherche – Partie 2 : Analyse bio-informatique approfondie  

171 
 

s’autophosphorylerait et phosphorylerait à son tour le régulateur de réponse GacA. GacA 

phosphorylée activerait la transcription des gènes codant les ARNnc RsmY/RsmZ. Ces 

derniers en séquestrant RsmA libéreraient le site de fixation au ribosome permettant la 

traduction des protéines BAC.  

 

Figure 67 | Hypothèse sur la régulation de l’opéron bac. 
En conditions non inductrices, BacA séquestre l’activateur de la transcription (encore inconnu et 
représenté par « ? ») bloquant ainsi la transcription de l’opéron bac.  En parallèle, RsmA est libre et 
empêche la traduction en se fixant au site de fixation au ribosome (RBS). En conditions inductrices, 
l’activateur de la transcription, libéré par BacA, active la transcription de l’opéron bac. En parallèle, après 
réception du stimulus, l’histidine kinase GacS s’autophosphoryle et phosphoryle à son tour le régulateur 
de réponse GacA. GacA phosphorylée active la transcription des gènes codant les ARNnc RsmY/RsmZ 
qui séquestrent RsmA, libérant aussi le site de fixation au ribosome. 

Cette proposition de régulation est à considérer avec prudence et des travaux supplémentaires 

devront évidemment être menés afin de mieux comprendre la régulation du système bac et 

d’identifier l’ensemble des acteurs qui y participent.  

La partie 3 ci-après décrit les premières études visant à confirmer ou infirmer nos hypothèses 

fonctionnelles sur BacB et BacD.  
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Projet de recherche – Partie 3 – Chapitre 1 : La protéine BacB 

172 
 

Chapitre 1 : La protéine BacB 

 

I. Contexte et objectifs de l’étude 

Les membres de la famille PspA/IM30 sont connus pour former des structures en forme 

d’anneau grâce à leur capacité d’oligomérisation. La région coiled-coil est cruciale pour la 

formation de ses structures. En tant qu’homologue structural, il est fort probable que BacB 

possède aussi ces capacités d’oligomérisation. Pour vérifier cette hypothèse, un essai de 

purification de la protéine BacB a été mené dans le but de résoudre sa structure.  

La protéine BacB a été produite grâce dans la souche E. coli BL21 (DE3) pLysS. Cette souche 

de surexpression a été construite par le Dr. Virginie Molle (UMR 50235, Montpellier) dans le 

cadre de précèdent travaux (Ben Mlouka, 2014). Le gène pa3731 (homologue de PA14_16150 

chez PAO1) a été cloné dans le vecteur plasmidique pET et sa transcription a été placée sous 

la dépendance d’un promoteur T7 inductible à l’IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside).  

Les étapes d’induction à l’IPTG et d’extraction des protéines ont nécessité des étapes 

d’optimisation. Face aux difficultés rencontrées, différentes approches ont été testées c’est 

pourquoi cette partie sera abordée comme une partie « matériel et méthode » incluant les 

résultats.  

Au terme de l’induction, la protéine (par la suite appelée BacB6His) contient à son extrémité N-

terminale une étiquette 6-Histidines (6His) et un site de clivage à la thrombine permettant de 

retirer cette étiquette 6His.  

L’étiquette 6His permet de réaliser une purification selon la méthode de chromatographie 

d’affinité sur ions métalliques immobilisés ou IMAC. L’histidine peut se comporter comme un 

donneur d’électron et se lier de façon réversible à des ions métalliques. La purification IMAC 

se base sur cette propriété en utilisant les ions métalliques Ni2+, Co2+, Cu2+ ou Zn2+ pour créer 

une liaison forte avec l’étiquette 6His. Le nickel et le cobalt sont ceux qui présentent la plus 

forte affinité.  

 

En parallèle, des études phénotypiques sur la souche ∆bacB ont été réalisées. Étant donné 

que de nombreuses données phénotypiques sont disponibles grâce aux précédentes études 

et en considérant le rôle de PspA, l’étude de la survie du mutant ∆bacB en condition de stress 

a été privilégiée.  
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% de couverture : 93,07  

II. Résultats 

II.1 Purification de la protéine BacB6His 

II.1.1  Vérification de l’induction à l’IPTG 

L’induction de l’expression du gène pa3731 par l’IPTG a d’abord été vérifiée. Dans cette étape 

de vérification, aucune purification n’a été menée, c’est pourquoi l’extraction des protéines a 

été réalisée en condition dénaturante.  

Un erlenmeyer contenant 100 mL de LB (supplémenté avec 100 µg/mL de carbénicilline) est 

ensemencé à une absorbance de 600 nm (A600) de 0,01 (106 UFC/mL) et placé sous agitation 

à 37°C. Lorsque l’A600 atteint 0,6, 1 mM d’IPTG est ajouté et la culture est de nouveau placée 

sous agitation à 37°C pendant 3 h. L’extraction des protéines totales, le dosage de Bradford 

et la migration sur gel SDS-PAGE 12,5% ont été réalisés selon les protocoles décrits dans la 

partie Matériel et Méthode - Sections VI.1.1, VI.2 et VI.3. 

En condition inductrice (avec IPTG), nous observons une bande protéique majoritaire située 

entre 29 et 36 kDa (Figure 68a). Pour confirmer l’identité de cette protéine, la bande a été 

excisée, la protéine digérée à la trypsine et les peptides identifiés par spectrométrie de masse 

(cf Matériel et Méthode – Sections VI.3.5 et VI.4). Au terme de l’analyse, BacB6His a été 

identifiée avec 40 peptides uniques (données non présentées) couvrant ainsi 93,07% de la 

séquence en acides aminés de BacB (Figure 68b). 

        a           b 

 

 

 

 

 
Figure 68 | Validation de l’induction par l’IPTG. 
Profil électrophorétique des protéines solubles extraites en condition non induite ou induite par l’IPTG 
(a). Région de la protéine BacB identifiée (en vert) par spectrométrie de masse suite à l’excision d’une 
bande d’intérêt (encadrée en rouge) (b). M : marqueur de poids moléculaire (kDa). 

 

La surproduction de BacB6His a donc été validée.   
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L’objectif de cette purification est d’élucider la structure de BacB par cristallographie. Pour 

conserver la structure native de la protéine, l’extraction des protéines a été réalisée en 

condition non dénaturante. Dans ces conditions, nous avons rencontré des difficultés à extraire 

la protéine BacB6His, nécessitant l’optimisation du protocole expérimental.  

II.1.2  Optimisation du protocole de purification de BacB6His en condition 

native 

II.1.2.1  Méthodes N°1 

Les conditions de culture et d’induction restent inchangées. L’extraction des protéines est 

effectuée dans du tampon Tris HCl 20 mM (pH 7,4) NaCl 150 mM. L’extrait protéique est dosé 

puis mis à migrer sur un gel SDS-PAGE 12,5% (cf. Matériels et Méthodes - Sections VI.I.3 et 

VI.I.4). En parallèle, une extraction avec un tampon « maison » appelé R2D2 qui possède une 

forte capacité de solubilisation est effectuée ; elle servira de témoin positif (la composition de 

ce tampon maison est indiquée dans la partie Matériel et Méthode – Section VI.1.1. 

Comme le montre la Figure 69, en condition inductrice, avec le tampon tris aucune bande 

protéique de forte intensité pouvant correspond à BacB6His n’est visible dans la fraction 

protéique soluble. 

 

Figure 69 | Profil électrophorétique des protéines solubles extraites en condition inductrice 
selon la méthode 1. 
La localisation de BacB6His est indiquée par le rectangle rouge. M : marqueur de poids moléculaire (kDa). 
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La protéine BacB6His ne se trouvant pas dans la fraction soluble, les culots obtenus après la 

centrifugation qui succède à la sonication ont été analysés. Ces culots contiennent les débris 

cellulaires issus de la lyse et la fraction protéique insoluble qui peut parfois se trouver sous 

forme de corps d’inclusion. Ces corps d’inclusion se forment lorsqu’une trop grande quantité 

de protéine d’intérêt est produite ce qui engendre son accumulation en agrégats insolubles. 

Ces corps d’inclusion sont très difficiles à solubiliser, en particulier dans des tampons non 

dénaturants.  

Pour vérifier la présence de BacB6His dans ces culots, ces derniers ont été resuspendus dans 

un tampon Tris HCl 20 mM (pH 7,4) NaCl 150 mM ou dans le tampon R2D2. La suspension 

est ensuite soniquée puis centrifugée à 12 000 x g pendant 30 min à 4°C. L’extrait protéique 

est dosé et déposé sur un gel SDS-PAGE 12,5% (cf Matériel et Méthode - Sections VI.2 et 

VI.3). 

Comme le montre la Figure 70, le tampon R2D2 parvient à solubiliser la protéine BacB 

contrairement au tampon Tris 20 mM HCl 150 mM NaC. Ce résultat confirme la présence de 

BacB dans les corps d’inclusion.  

 
Figure 70 | Profil électrophorétique des protéines insolubles extraites en condition inductrice 
selon la méthode 1. 
La localisation de BacB6His est indiquée par le rectangle rouge. M : marqueur de poids moléculaire (kDa). 

 

Cette observation indique que les conditions d’induction ne sont pas optimales pour la 

production de BacB6His. De plus, la protéine BacB6His forme des agrégats difficiles à 

solubiliser. En sachant qu’une production excessive de BacB6His entraîne inévitablement la 
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formation d’agrégats, un nouveau tampon, des nouvelles conditions de culture, et d’induction 

ont été testés.  

II.1.2.2 Méthode N°2 

Dans cette méthode, trois températures d’induction ont été testées avec une diminution 

concomitante de la concentration en IPTG.  

Brièvement, une culture en milieu LB est réalisée comme décrit précédemment. L’induction 

est effectuée lorsque l’A600 atteint 0,8 par ajout d’IPTG (0,5 mM) sur la nuit aux températures 

de 30°C, 20°C ou 16°C et sous agitation. L’extraction des protéines est effectuée dans du 

tampon Tris HCl 50mM (pH 7.4), 300 mM de NaCl, 10% de glycérol (v/v) et 10 mM d’imidazole. 

Les culots obtenus après sonication et centrifugation n’ont pas été traités. Les extraits 

protéiques solubles sont dosés et déposés sur un gel SDS-PAGE 12,5% (cf Matériel et 

Méthode - Sections VI.2 et VI.3). 

Une bande protéique apparait dans la zone de masse compatible avec BacB6His (Figure 71). 

On remarque une augmentation de l’intensité de cette bande avec la température. 

 

Figure 71 | Profil électrophorétique des protéines solubles extraites selon la méthode 2. 
La localisation de BacB6His est indiquée par les rectangles rouges. M : marqueur de poids moléculaire 
(kDa).  
 

Si cette bande correspond bien à BacB6His, on peut considérer que la quantité de protéines 

retrouvée dans la fraction soluble est acceptable. La diminution de la température d’induction 

et de la concentration en IPTG ont donc permis de minimiser la formation des corps d’inclusion.  

Afin d’optimiser le protocole une dernière méthode a été testée en modifiant cette fois le milieu 

de culture.   
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II.1.2.3  Méthode N°3 

Dans cette dernière méthode, le milieu LB a été remplacé par le milieu de culture TB (terrific 

broth, Sigma-Aldrich). Ce milieu riche est adapté à la culture d’E. coli et est notamment 

recommandé en vue d’une purification de plasmides ou de protéines recombinantes.   

En dehors du milieu de culture, cette méthode utilise les mêmes conditions expérimentales 

que la méthode N°2, en particulier l’induction a été réalisée à 16°C, 20°C ou 30°C.  

La température d’induction de 16°C ne favorise pas la production de BacB6His. À une 

température de 20°C, une bande correspondant à BacB6His est visible mais avec une intensité 

plus faible que la bande protéique obtenue avec le milieu LB. Enfin, à 30°C, la quantité obtenue 

en milieux LB et TB est similaire (Figure 72).  

 

Figure 72 | Profil électrophorétique des protéines solubles extraites selon la méthode 3. 

La localisation de BacB6His est indiquée par les rectangles rouges. M : marqueur de poids moléculaire 
(kDa).  

 

Les deux dernières méthodes semblent fournir une quantité de BacB6His acceptable. Avant de 

mener cette purification, la présence de l’étiquette 6His a été vérifiée par Western Blot.  

II.1.3 Confirmation de la présence de BacB6His par Western Blot 

À partir des extraits protéiques obtenus selon la méthode N°2, un Western Blot a été réalisé à 

l’aide d’un anticorps anti-6His (réalisé en collaboration avec le Dr. Christophe Arnoult, 

Laboratoire PBS). 

Comme le montre la Figure 73, une bande très intense et peu de fixation non spécifique sont 

observées à partir de l’extrait protéique total provenant d’une culture induite en milieu LB à 

30°C. Dans les autres conditions, cette bande de forte intensité est aussi visible mais, les 

bandes non spécifiques sont plus nombreuses, en particulier au niveau des bas poids 

moléculaires.  
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On remarque également la présence d’une bande intense au niveau des hauts poids 

moléculaires. Une masse moléculaire inférieure à 70 kDa, est observée ce qui laisse envisager 

la présence d’un dimère de BacB6His.   

 

Figure 73 | Détection de la protéine BacB6His par Western Blot dans les extraits protéiques 
obtenus selon la méthode d’extraction 2. 
Les localisations de BacB6His et des supposés dimères sont indiqués par les rectangles rouges. M : 
marqueur de poids moléculaire (kDa).  

 

La protéine BacB6His est bien présente dans les échantillons.  

II.1.4  Essai de purification de la protéine BacB6His 

La culture a été réalisée à partir de 2 L de milieu LB et à 37°C jusqu’à atteindre une A600 de 

0,8. L’induction par l’IPTG est ensuite réalisée à une concentration de 0,5 mM sur la nuit à une 

température de 30°C. Les protéines sont extraites à l’aide du tampon Tris 50 mM HCl (pH 7,4), 

300 mM NaCl, 10% de glycérol (v/v) et 10 mM d’imidazole et les extraits protéiques sont dosés 

et déposés sur un gel SDS-PAGE 12,5% (cf. Matériel et Méthode - Sections VI.1.1, VI.2 et 

VI.3). 

La purification a été effectuée selon le principe d’IMAC en utilisant une résine greffée avec des 

ions Ni²+ (Figure 74). L’extrait protéique contenant toutes les protéines non retenues sur les 

billes est récupéré dans un premier temps. Cet échantillon est très complexe car il contient 

toutes les protéines non retenues sur les billes, soit pratiquement la totalité. Les lavages 

effectués avec des concentrations croissantes d’imidazole permettent ensuite de décrocher 

les protéines liées de façon non spécifique à la résine. L’élution, quant à elle, a été réalisée 

avec une forte concentration en imidazole (0,5 M) et l’éluat est collecté en plusieurs fractions.  
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La protéine BacB6His est présente dans chacune des fractions éluées. Les fractions sont de 

bonne qualité car elles sont très peu contaminées, à l’exception de la fraction F1 qui contient 

quelques contaminants de hauts poids moléculaires.  

 

Figure 74 | Profil électrophorétique de la purification de BacB6His. 

La localisation de BacB6His est indiquée par le rectangle rouge. M : marqueur de poids moléculaire (kDa).  

 

D’après l’intensité des bandes de la fraction 1 et 2, BacB6His y est présente en faible quantité. 

D’après le dosage effectué sur ces fractions, la concentration moyenne de BacB6His est 

d’environ 24 µg/mL, ce qui conduit à une quantité d’environ 12 µg/fraction.  

Cette quantité, obtenue à partir de 2 L de culture, est trop faible pour mener une étude 

cristallographique.  

Les prérequis pour l’obtention d’un cristal de bonne qualité sont en effet : i) une quantité 

suffisante de protéine, ii) une pureté supérieure ou égale à 95% et iii) un repliement correct de 

la protéine. Dans notre cas, la quantité obtenue n’est malheureusement pas suffisante. En 

revanche la pureté est correcte mais peut encore être améliorée en augmentant les volumes 

de lavages et les concentrations en imidazole, tout en veillant à ne pas décrocher la protéine 

d’intérêt.  
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II.1.5  Conclusion  

Les conditions sélectionnées lors de l’étape d’optimisation du protocole d’extraction protéique 

nous ont permis de purifier BacB6His. Cependant, la quantité obtenue est trop faible pour 

envisager une étude structurale par cristallographie et ce même avec un volume important de 

culture. L’extrait protéique reste de bonne qualité malgré la présence de quelques 

contaminants en très faible quantité. Une optimisation du protocole doit donc se poursuivre 

pour surtout améliorer le rendement final et la pureté de BacB6His, tout en conservant son bon 

repliement et sa fonction.   

Les difficultés d’extraction de BacB sont liées à sa faible solubilité. Cette solubilité peut être 

améliorée à l’aide d’un détergent. Dans cette optique, des essais ont été réalisés avec le kit 

« Analytic Extractor Kit » (Anatrace) qui contient 11 détergents différents. D’après les premiers 

résultats, le détergent FOS-CHOLINE®-12 semble favoriser la solubilité de BacB6His. Une 

optimisation du protocole en incorporant ce détergent est envisagée pour les futurs essais de 

purification.  

Enfin, l’observation d’un probable dimère de BacB sur le Western Blot confirme que BacB 

possède bien des propriétés d’oligomérisation. Comme Vipp1 et PspA, ces dimères formés 

par BacB pourrait être les « blocs de construction » minimums pour permettre la formation de 

structures plus imposantes en forme d’anneau ou de tige.  

II.2 Études phénotypiques 

II.2.1  Contrôle du mutant ∆bacB 

Avant de réaliser les différents tests phénotypiques, l’insertion du transposon dans le gène 

PA14_16150 a été vérifiée (Figure 75a).  

L’autre vérification concerne la croissance de ∆bacB. Pour garantir l’interprétation des 

résultats, il faut d’abord s’assurer que le transposon n’affecte pas la croissance du mutant. 

D’après la Figure 75b, la croissance de ∆bacB est identique à celle de la souche WT et ce sur 

48 h de culture.  
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a       b 

 

Figure 75 | Études préliminaires réalisées sur la souche ∆bacB. 
Vérification de l’insertion du transposon par PCR. M : marqueur de poids moléculaires, piste 1 : gène 
PA14_16150 sauvage, piste 2 : gène PA14_16150 contenant le transposon (a). Croissance de la 
souche WT et ∆bacB en milieu LB à 37°C pendant 48 h (b). 

 

II.2.2 Étude de la survie du mutant ∆bacB  

La réponse Psp la mieux décrite concerne de façon logique celle d’E. coli. La protéine PspA 

fût la première identifiée il y a environ 30 ans par les collaborateurs de Peter Model (Brissette 

et al., 1990). Elle a été nommée ainsi, suite à son accumulation lors d’une infection par des 

phages filamenteux. Par la suite des stress comme un pH élevé (9), la mauvaise localisation 

des protéines membranaires, le choc chaud, les fortes osmolarités, un choc à l’éthanol, 

l’inhibition de la synthèse des lipides et l’ajout de protons ionophores ont été identifiés comme 

des inducteurs du système Psp d’E. coli. 

Les systèmes Psp de Vibrio cholerae et de Streptomyces lividans sont induits par les mêmes 

conditions que celles induisant le système Psp d’E. coli. Chez S. lividans, la protéine PspA ne 

fait pas partie d’un système. Elle est induite en fin de phase stationnaire de croissance et en 

condition de stress variés : lors d’un choc osmotique, à l’éthanol, alcalin, chaud, au contact de 

la bacitracine et du SDS (Vrancken et al., 2008). Concernant V. cholerae son système Psp est 

fortement similaire à celui d’E. coli. Il est formé par PspA, PspB, PspC, PspF et PspG et le 

mécanisme de régulation est identique à celui d’E. coli. Son système est induit en fin de phase 

stationnaire, suite à un choc chaud, à un traitement SDS, à un choc osmotique et à un choc à 

l’éthanol (DeAngelis et al., 2019).  
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Quelques-unes de ces conditions ont été testées sur le mutant ∆bacB afin de comparer sa 

capacité de survie par rapport à la souche WT. Les conditions présentées sont toutes source 

de stress d’enveloppe qui peuvent induire un ralentissement de la synthèse des composants 

membranaires, un repliement protéique incorrecte, une diminution ou une augmentation de la 

fluidité membranaire, une perturbation du potentiel membranaire ou encore une altération des 

lipides. Les concentrations de chacune des molécules testées ont été choisies en accord avec 

les données disponibles dans la littérature. Les courbes de croissances effectuées en 

présence de SDS et de peroxyde d’hydrogène ne sont pas représentées en raison d’un 

manque de reproductibilité entre les réplicats biologiques.  

Dans un milieu de culture LB à pH 9, aucune différence de croissance n’est observée entre 

les deux souches ( 

Figure 76).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 76 | Croissance des souches WT et ∆bacB en milieu de culture à pH 9. 

 

Le choc osmotique est induit par l’ajout de NaCl dans le milieu de culture en début de 

croissance (courbes de gauche) ou en milieu de phase exponentielle (courbes de droite). 

  

La croissance des souches WT et ∆bacB est impactée de façon identique en condition de forte 

osmolarité (Figure 77). L’ajout de NaCl en début de croissance induit un allongement de la 

durée de la phase de latence tandis qu’en milieu de phase exponentielle un ralentissement de 

croissance est observé. Des résultats identiques ont été obtenus avec le sucrose (données 

non présentées). 
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Figure 77 | Croissance des souches WT et ∆bacB en milieu de culture hyperosmotique. 
Le stress est ajouté en début de croissance (gauche) ou en milieu de phase exponentielle (droite).  

 

Le choc alcalin a été réalisé en présence de NaOH, ajouté en début de phase de croissance 

(courbes de gauche, Figure 78). L’ajout de 10 mM de NaOH ne modifie pas les premières 

étapes de croissance mais provoque une baisse de la densité cellulaire en début de phase 

stationnaire chez les souches WT et ∆bacB. L’ajout d’une concentration de 30 mM de NaOH, 

induit un fort alongement de la phase de latence et une diminution de la densité cellulaire chez 

les deux souches. L’ajout de 30 mM de NaOH en milieu de phase d’exponentielle provoque 

un arrêt de la croissance d’environ deux heures avant une reprise de celle-ci. Cet arrêt de 

croissance est plus prononcé chez la souche ∆bacB mais après 24 h de culture, la même 

densité est observée entre les deux souches (courbes de droite).  

 
Figure 78 | Croissance des souches WT et ∆bacB en milieu de culture alcalin. 
Le stress est ajouté en début de croissance (gauche) ou en milieu de phase exponentielle (droite).  
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Concernant, le choc induit par l’éthanol, lorsque ce dernier est ajouté à la concentration de 1% 

dès le début de la culture, la densité cellulaire des souches WT et ∆bacB diminue (courbes de 

gauche, Figure 79). En présence de 2% d’éthanol, le mutant ∆bacB présente un retard de 

croissance durant toute la phase exponentielle comparée à la croissance du WT. En revanche, 

à 24 h, les densités cellulaires sont identiques dans les deux cultures.  

Chez les souches WT et ∆bacB, l’ajout d’éthanol au milieu de phase exponentielle induit un 

ralentissement de la croissance et en conséquence à une diminution de la densité cellulaire 

au bout de 48 h (courbes de droite).  

 

 
 
Figure 79 | Croissance des souches WT et ∆bacB en milieu de culture en présence d’éthanol. 
Le stress est ajouté en début de croissance (gauche) ou en milieu de phase exponentielle (droite).  

 

Face à ces différents stress d’enveloppe, la croissance de la souche ∆bacB n’étant pas ou très 

peu impactée, nous avons comparé la survie des souches WT et ∆bacB face à des doses 

létales (« killing assays ») de sucrose ou d’H2O2. 

La CMI de l’H2O2 réalisée par la méthode des microdilutions, est de 2 mM pour les souches 

WT et ∆bacB. Une concentration de 100 mM a donc été utilisée pour réaliser l’H2O2 killing.  

Les killing assays ont été réalisés en milieu de phase exponentielle de croissance, soit à une 

densité cellulaire d’environ 109 UFC/mL (Figure 80).  



Projet de recherche – Partie 3 – Chapitre 1 : La protéine BacB 

185 
 

 

Figure 80 | Croissance des souches WT et ∆bacB en milieu fortement oxydatif ou osmotique. 
Suc : sucrose 
 

Après 30 min (T0,5) d’exposition à l’H2O2, la souche WT subit une perte de population d’environ 

1,5 log tandis que cette perte s’élève à 3 log pour le mutant.  Après 60 mins (T1), cette perte 

s’accentue 2 log pour la souche WT et 4 log pour le mutant.  

Après 60 min (T1) d’exposition sucrose, la souche WT et le mutant subissent une perte de 

population d’environ 3 log.   

II.2.3 Conclusion et discussion 

Compte-tenu de son homologie avec les membres de la famille PspA/IM30, nous avons 

supposé que BacB pouvait aussi jouer un rôle dans la protection de la membrane face aux 

stress d’enveloppe. Dans le but de confirmer cette hypothèse, plusieurs conditions de stress, 

connues pour induire les différents systèmes Psp décrits, ont été testées.  

Les différents systèmes Psp sont induits à la suite de stress d’enveloppe très variés, dont 

certains se sont révélés communs aux différents systèmes. En effet, chez E. coli, B. 

pseudomallei, V. cholerae et S. lividans, la réponse Psp est induite en phase stationnaire, à la 

suite d’un choc à l’éthanol, osmotique, de température et au contact du SDS. Concernant P. 

aeruginosa, dans la grande majorité des stress, la mutation n’impacte pas sa survie. Un retard 

de croissance de la souche a été observée au moment de l’ajout du NaOH (30 mM) au milieu 

de la phase exponentielle ou de l’éthanol au début de la croissance. En revanche, après 24 h 

de croissance, la densité finale de ∆bacB est identique à celle du WT. En revanche, en milieu 

fortement oxydatif, délétère pour la bactérie, la mortalité est plus élevée chez ∆bacB comparée 

à celui du WT.  
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Des précédents travaux (Macé et al., 2008) ont montré que la protéine BacB est accumulée à 

la suite d’un choc osmotique induit par 20% de saccharose (v/v) ou 0,2 M NaCl. En revanche, 

BacB ne semble pas répondre à un changement brutal de température de 37°C à 50°C (Macé 

et al., 2008). L’absence d’effet du choc osmotique sur la croissance de bacB peut s’expliquer 

par la présence de mécanismes de défense employés par P. aeruginosa pour survivre dans 

ces conditions. En présence de forte osmolarité, la cellule fait face à un déséquilibre 

homéostasique conduisant à une fuite d’eau hors de la cellule. Pour contre-balancer 

l’augmentation de la pression osmotique, P. aeruginosa accumule des osmoprotectants 

comme la glycine bétaïne (un dérivé de la choline), le tréhalose ou encore le NAGGN (N-

acetylglutaminylglutamine) (D’Souza-Ault et al., 1993), ce dernier étant l’osmoprotecteur 

majeur chez P. aeruginosa. En parallèle, une entrée rapide d’ions K+ ou d’anions inorganiques 

comme le glutamate permettent de faire baisser la pression osmotique. P. aeruginosa contient 

dans sa membrane des canaux mécanosensibles comme le MscL qui détectent les 

changements d’osmolarité. Ces osmosenseurs se présentent sous forme oligomérique et 

fonctionnent grâce à des transporteurs. La molécule à transporter, comme la glycine bétaïne 

est prise en charge par le transporteur, qui subit un changement conformationnel entraînant 

le transfert de la molécule osmoprotectrice de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule (Aspedon 

et al., 2006; Bremer & Krämer, 2019; J. M. Wood, 1999).   

Les études sur les systèmes Psp ont aussi montré que le défaut de localisation des sécrétines 

engendre spécifiquement et uniquement la réponse Psp chez E. coli, V. cholerae et Y. 

enterocolitica (DeAngelis et al., 2019; Lloyd et al., 2004; Model et al., 1997; S. Yamaguchi & 

Darwin, 2012). Les sécrétines sont des protéines capables de créer des pores dans la 

membrane. Ces pores sont très importants car ils permettent l’extrusion du filament phagique, 

la biogénèse des pili de type IV et des systèmes de sécrétion du type II et III (Genin & Boucher, 

1994).  

P. aeruginosa possède elle aussi des sécrétines dont XcpQ, PscC et PilQ qui sont les 

sécrétines respectives du SST2, du SST3 et des pili de type IV mais, étonnamment, aucune 

réponse au stress induit par le défaut de localisation de ces sécrétines n’a été observée. C’est 

dans ce contexte qu’en 2009, l’étude de Seo et collaborateurs a été menée sur P. aeruginosa 

afin d’identifier les acteurs moléculaires impliqués dans cette réponse. L’homologue de BacB, 

PA3731 chez PAO1 faisait partie des candidats testés dans cette étude mais son rôle dans la 

réponse au stress liée aux sécrétines n’a pas été mis en évidence. Cette étude suggère que 

c’est la protéine PA0943, prédite comme périplasmique, qui participerait à cette réponse en 

particulier avec la sécrétine XcpQ (Seo et al., 2009).  

Le dernier point commun entre les différents systèmes Psp est l’implication de PspA dans 

l’export de protéines à travers les systèmes de sécrétion Sec et Tat. Ces systèmes ont été 
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évoqués dans la partie bibliographique (cf Revue bibliographique – Chapitre 1 – Section 

VII.2.1.2).  

Les systèmes Sec et Tat sont situés dans la membrane interne et sont responsables de 

l’export de la plupart des protéines périplasmiques et des protéines de la membrane externe 

chez les bactéries Gram négatif, tandis qu’ils sont localisés dans la membrane cytoplasmique 

des Gram positif. Le processus de transport par le système Sec utilise une ATPase dont 

l’énergie libérée conduit la protéine dans le canal, la PMF (force protomotrice) prenant ensuite 

le relais pour l’export. Le système Tat utilise uniquement la PMF. Chez S. lividans, la 

surexpression de pspA augmente significativement la quantité de protéines sécrétées par Sec 

et Tat (Vrancken et al., 2007). Il arrive parfois que ces systèmes soient bloqués à cause d’une 

accumulation de protéines incorrectement repliées. Chez E. coli, PspA permet de 

« désaturer » le système Tat augmentant ainsi la quantité de protéines périplasmiques 

exportées par ce dernier. Lorsque pspA est mutée, la saturation du système Tat est exacerbée. 

Ce phénotype est restauré par Vipp1, l’homologue de PspA chez les cyanobactéries et les 

plantes (DeLisa et al., 2004). Enfin, le système Psp est induit chez une souche E. coli privée 

de son système Tat (DeLisa et al., 2004). Récemment, une induction du système Tat 

dépendante du système Psp a été mise en évidence à la suite de l’exposition de S. 

typhymirium aux sels biliaires (Rogers et al., 2022). L’implication du système Psp dans l’export 

des protéines par le système Tat a aussi été montré chez Y. pestis, Y. enterocolitica, B. subtilis  

(Bernal-Cabas et al., 2020; Darwin, 2007; Tidhar et al., 2019). 

Le point commun entre tous ces stimuli est leur impact sur la PMF, elle aussi inductrice du 

système Psp. La réponse Psp est activée en phase stationnaire, c’est-à-dire lorsque le 

métabolisme énergétique est au plus bas. Il est donc difficile de savoir qui active le système : 

est-ce les stress ou l’effet de ces stress sur la PMF ? Quelques éléments de réponse avancent 

l’hypothèse qu’une perturbation de la PMF n’est pas l’unique inducteur du système Psp. En 

effet, chez E. coli, une perturbation de la différence de potentiel membranaire ou du gradient 

de protons (deux mécanismes qui participent au maintien de la PMF) n’induit pas une réponse 

Psp. À l’inverse, une réponse Psp a été mise en évidence alors que la PMF était intacte 

(Flores-Kim & Darwin, 2016; Jovanovic et al., 2006).  

Il semble aussi que chaque système Psp soit activé par des stimuli spécifiques. Par exemple, 

chez B. subtilis, l’opéron liaIHGFSR, contenant LiaH l’homologue de PspA, est fortement induit 

par des antibiotiques comme la bacitracine (système induit 500 fois plus qu’à l’état non induit), 

la vancomycine (63 fois plus), la nisine et le ramoplanine (420 fois plus) (Mascher et al., 2003, 

2004). Ces quatre antibiotiques, interfèrent avec le cycle du lipide II, un précurseur utilisé dans 

la synthèse du peptidoglycane. Le système liaIHGFSR est aussi induit en présence de 

solvants organiques comme l’éther de diphényle ou le cyclooctane (Mascher et al., 2004). Ces 
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solvants organiques s’accumulent au sein de la membrane et peuvent interférer indirectement 

avec le cycle du lipide II.  

Chez E. coli, le système Psp est aussi induit par le lysozyme qui clive les liaisons entre l’acide 

N-acétylmuramique et la N-acétylglucosamine du peptidoglycane, ce qui n’est pas le cas du 

système Psp de B. subtilis (Mascher et al., 2004). Chez B. pseudomallei, le système Psp n’est 

pas induit lors d’un choc hyperosmotique à la différence des autres systèmes Psp. À noter tout 

de même que BPSL2105 pure forme de larges structures oligomériques similaires à celles 

formées par PspA, LiaH et Vipp1 (Southern et al., 2015). 

Compte-tenu de ces différences, il est possible que le système BAC soit induit par d’autres 

stimuli encore inconnus à ce jour.  

De façon intéressante, les systèmes Psp ne sont pas uniquement impliqués dans la réponse 

aux stress d’enveloppe. Ils sont aussi impliqués dans la virulence. Chez les bactéries 

intracellulaires S. enterica, B. pseudomallei, M. tuberculosis, S. flexneri, leur système Psp 

permet leur survie au sein des macrophages (Datta et al., 2015; Eriksson et al., 2003; Lucchini 

et al., 2005; Southern et al., 2015). Chez B. pseudomallei, une diminution du taux de survie 

est observée seulement lorsque les bactéries sont en phase stationnaire. En revanche, les 

différents essais de stress menés dans le but de mimer le stress induit par les macrophages 

n’ont pas réussi à expliquer les raisons de la diminution du taux de survie.  

Le systeme Psp de V. cholerae est impliqué quant à lui dans la colonisation intestinale chez 

le modèle zebrafish (DeAngelis et al., 2019). 

Chez E. coli, le système Psp est induit au cours de la formation de biofilms et une délétion du 

gène pspF réduit la formation de biofilm (Beloin et al., 2004). Enfin chez Y. enterocolitica, la 

délétion du gène pspC provoque une perte de virulence (Darwin & Miller, 1999).  

Concernant P. aeruginosa, d’après les précédents travaux, la mutation de PA14_16150 induit 

une diminution de la virulence et de la formation de biofilm. En détail, le mutant présente une 

très faible adhérence sur les cellules pneumocytaires A549, une diminution de la formation de 

biofilm qui s’accompagne d’une diminution de la sécrétion de rhamnolipides. Enfin, chez un 

modèle murin infecté par le mutant, la mortalité est plus faible que pour un modèle murin 

infecté par le WT au bout de 48 h (Ben Mlouka, 2014; Macé et al., 2008; Saffiedine, 2019; 

Seyer, 2006; Vilain et al., 2004).  

Ainsi, ces différentes études reflètent la diversité fonctionnelle acquise au cours de l’évolution 

par les différents membres de la famille PspA/IM30.  

Le meilleur exemple concerne la protéine Vipp1, qui a déjà été légèrement abordée durant 

l’étude bio-informatique sur BacB (cf Projet de recherche - Partie 2 – Section III.1). Vipp1, 

comme PspA possède un rôle dans la stabilisation et dans la protection de la membrane. La 

surexpression de Vipp1 protège A. thaliana d’un choc chaud (L. Zhang et al., 2016). En 
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revanche, Vipp1 possède une hélice supplémentaire dans son extrémité C-terminale. Cette 

hélice discrimine Vipp1 de PspA et semble être responsable de la fonction particulière acquise 

par Vipp1 au sein des thylakoïdes. En effet, des études ont démontré que : i) PspA était 

incapable d’effectuer la fonction de Vipp1 au niveau des thylakoïdes (Aseeva et al., 2004; 

Bultema et al., 2010; Vothknecht et al., 2012; Westphal et al., 2001) et ii) Vipp1 est capable 

de remplacer PspA chez une souche E. coli déficiente pour le gène pspA (DeLisa et al., 2004; 

L. Zhang et al., 2012). Ceci montre bien que Vipp1 possède des fonctions communes à PspA 

mais a aussi acquis une fonction bien spécifique au sein des thylakoïdes.  

Cette fonction spécifique a été découverte récemment et concerne le remodelage de la 

membrane. Les organismes photosynthétiques dépendent de la lumière et ils doivent donc 

adapter leur processus de photosynthèse en fonction de l’intensité lumineuse. Il a été montré 

que la localisation de Vipp1 variait en fonction de l’exposition à la lumière. Lorsque la cellule 

est exposée à une faible ou à une forte luminosité, Vipp1 se situe respectivement à la 

membrane cytoplasmique ou à la membrane des thylakoïdes. Il faut noter que ces 

changements de localisation ont aussi été observés lorsque A. thaliana est exposée à un 

stress hypotonique, renforçant l’hypothèse du rôle protecteur de Vipp1.  Lorsque Vipp1 est 

localisée à la membrane des thylakoïdes, ces dernières subissent de forts réarrangements. 

Des observations in vivo ont révélé que Vipp1 se fixe préférentiellement sur les lipides 

membranaires chargés négativement et était responsable de la fusion membranaire (Hennig 

et al., 2015; Thurotte & Schneider, 2019). Récemment, cette fusion membranaire a aussi été 

observée en condition de stress lorsque la cyanobactérie Synechocystis sp. subit une fuite de 

protons donc une chute de la PMF (Siebenaller et al., 2020). La même année, Junglas et 

collaborateurs ont proposé un mécanisme de protection membranaire impliquant Vipp1. Au 

moment du stress, Vipp1 interagirait avec les lipides chargés négativement sous forme de 

structures en anneau qui par la suite se désassemblent pour former un « tapis » formé de plus 

petits oligomères et monomères (Junglas et al., 2020) (Figure 81).  

 

Figure 81 | Mécanisme de protection de la membrane par Vipp1. 
La liaison de l’anneau IM30 à la surface membranaire chargée négativement entraîne son 
désassemblage et la formation de tapis permettant la stabilisation de la membrane (Junglas et al., 
2020). 
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Des résultats similaires ont été observés chez PspA. En effet, PspA, se fixe à la périphérie de 

la membrane en privilégiant les lipides chargés négativement dans le but de bloquer la fuite 

de protons consécutive à un dommage membranaire (Jovanovic, Mehta, McDonald, et al., 

2014; Kobayashi et al., 2007).  

Ces capacités de fusion membranaire sont en réalité ancestrales. Trois études récentes ont 

en effet démontré que PspA et Vipp1 font en fait partie de la même famille que le complexe 

ESCRT-III, en tant que protéines impliquées dans le remodelage de la membrane (Gupta et 

al., 2021; Junglas et al., 2021; J. Liu et al., 2021). ESCRT-III a été légèrement abordée durant 

l’analyse bio-informatique de BacE supposée être une ATPase AAA+ (cf Projet de recherche 

– Partie 2 – Section III.3). Les informations citées ci-dessous proviennent des revues suivantes 

(Hurley, 2015; McCullough et al., 2018; McCullough & Sundquist, 2020; Migliano et al., 2022; 

Olmos, 2022; Vietri et al., 2020). 

Le remodelage membranaire est crucial pour la viabilité des cellules. La membrane des 

cellules eucaryotes et extrêmement dynamique par le biais de phénomènes de remodelage, 

de fusion, de bourgeonnement et de fission. L’ESCRT en tant qu’acteur clés de ces 

phénomènes, est impliqué dans de nombreux processus biologiques : i) la formation de corps 

multivasculaires de l’endosome, ii) le bourgeonnement de la membrane pour la libération des 

virus, iii) l’abscision qui est la dernière étape de la division cellulaire, iv) la surveillance et la 

reformation de l’enveloppe nucléaire, v) la formation de l’autophagosome impliqué dans 

l’autophagie, vi) la réparation de la membrane plasmique et celle du lysosome. L’ESCRT a été 

découvert chez les Archées et est universellement retrouvé chez les eucaryotes. Il se compose 

de 4 complexes multimériques (ESCRT-0,-I, -II, -III), de protéines accessoires et de l’ATPase 

AAA+ Vps4 qui a d’ailleurs été évoquée dans l’étude bio-informatique de BacE. Ces différentes 

sous-unités sont cytoplasmiques et sont séquentiellement recrutées par des protéines 

membranaires au niveau d’un site spécifique à réparer ou remodeler par exemple. Toutes ces 

sous-unités ne sont pas indispensables à la fonction d’ESCRT, sauf ESCRT-III et Vps4. Chez 

l’Homme, le complexe ECSRT-III, regroupe les 12 protéines appelées CHMPs (charged 

mulltivascular body proteins) dont CHMP4, CHMP3 et CHMP2 qui sont les acteurs majeurs 

dans le remodelage de la membrane. Le complexe ESCRT-III est extrêmement flexible et 

adopte à la membrane une variété de conformations. La base structurale est un filament qui 

peut ensuite former des structures en anneaux, en spirales, en hélices et en cônes. L’activité 

ATPase AAA+ de Vps4 est indispensable au processus de remodelage, voire de fission, médié 

par ESCRT-III.  

Le processus de remodelage se terminant par une fission membranaire, appelé « dôme », 

implique d’abord le complexe ESCRT-0 pour initier la formation du filament. Le complexe 

ESCRT-III se forme ensuite par addition successive de protéines CHMPs. Le filament s’accroit 
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et forme une spirale avec des anneaux de plus en plus étroits. Consécutivement à la formation 

de cette spirale, la membrane forme un « cou » jusqu’à sa fission complète (ce dôme peut 

pointer vers le cytoplasme ou vers l’extérieur) (Figure 82). 

 

Figure 82 | Modèle classique en dôme formé par le complexe ESCRT-III permettant la constriction 
et la fission membranaire.  
La figure illustre comment l'assemblage et la substitution séquentielle de différents filaments ESCRT-III 
favorisent la formation de vésicules endosomales chez la levure S. cerevisiae. L’ajout des sous-unités 
du filament est médié par l’activité de Vps4. Les homologues protéiques CHMPs chez l’Homme sont 
entre parenthèses (McCullough & Sundquist, 2020). 

 

Le complexe ESCRT-III est aussi impliqué dans la réparation de la membrane, en particulier 

la membrane plasmique, l’enveloppe nucléaire et la membrane endosomale. Concernant la 

membrane plasmique, cette réparation se fait par bourgeonnement ou par endocytose et est 

induit par une cascade de signalisation médiée par l’entrée de Ca2+ via l’espace membranaire 

endommagé. Le complexe ESCRT-III est capable de réparer des espaces membranaires 

d’une taille inférieure à 10 nm et endommagés par exemple par des forces mécaniques, des 

détergents ou des toxines formants des pores. Le recrutement de ESCRT-III à la membrane 

conduit à un bourgeonnement jusqu’à la fission membranaire selon le même mécanisme décrit 

pour le remodelage (voir ci-dessus et Figure 82).  

Concernant PspA et Vipp1, par la méthode du modèle de Markov caché, elles ont d’abord été 

identifiées comme des homologues de ESCRT-III (J. Liu et al., 2021). De plus, elles partagent 

une similarité de structures secondaires, ces dernières étant exclusivement hélicoïdales 

(Figure 83a). De plus, l’organisation des hélices et en particulier, le superenroulement des 

hélices est conservé entre toutes ces protéines (Figure 83b) (Junglas et al., 2021; J. Liu et al., 

2021). PspA, observée par cryo-microscopie électronique, forme des structures en tige, 

assimilables à des filaments, d’une largeur d’environ 20 nm et de longueurs variables formant 

un motif en forme de « sapin de Noël » (Figure 83c) (Junglas et al., 2021). Des structures en 

forme d’anneau ou de piles d’anneaux (appelés « stacks ») mais aussi en forme de filament, 
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déjà observées auparavant, ont été une nouvelle fois mises en évidence chez Vipp1 (J. Liu et 

al., 2021).  

 

 

Figure 83 | Les protéines PspA et Vipp1 sont homologues à ESCRT-III. 
Les structures secondaires des protéines CHMP1B (ESCRT-III humaine), Snf (ESCRT-III de S. 
cerevisiae), de Vipp1 et de PspA. L’hélice 5 de PspA et Vipp1 est bicolore car son homologie avec 
ESCRT-III n’est pas confirmée (a). Le surenroulement des hélices est une caractéristique commune à 
PspA, Vipp1 et CHMP1 (sous-unité B) (b). Structure de PspA en forme de filament, de 20 nm de 
diamètre zoomée pour observer la forme en « sapin de Noël » (c). Structures de Vipp1 en stacks, en 
filament ou en anneau (échelle : 100 nm). La structure du filament, de 24 nm diamètre, est zoomée pour 
observer la forme en « sapin de Noël » (d). La figure a été construite à partir des articles de Junglas et 
Liu (Junglas et al., 2021; J. Liu et al., 2021).  

 

Compte tenu de cette homologie de structure avec ESCRT-III, PspA et Vipp1 ont été testées 

quant à leur capacité à remodeler la membrane. Lorsque PspA, en forme de tige, est mise en 

contact avec un extrait lipidique polaire d’E. coli (EPL), la dimension et le périmètre des 

vésicules augmentent (≥2 µm)  suggérant que PspA se fixe sur les lipides pour convertir des 

petites vésicules en larges structures membranaires par fusion (Junglas et al., 2021).  

De plus, la bicouche lipide est visible dans la lumière du filament formé par PspA et plus 

précisément côté positif de ce dernier (en sachant qu’une incurvation membranaire vers le 

cytoplasme est dite négative). L’insertion de la bicouche lipidique se fait grâce à 

l’agrandissement du diamètre du filament qui passe de 220 Å à 275 Å (Figure 84a). Ainsi, les 
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filaments de PspA peuvent incorporer une bicouche lipidique dans la lumière centrale, 

produisant des tubules membranaires resserrés et incurvés.  

 

Dans le cas de cette étude l’incurvation médiée par PspA est positive, comme Vipp1. Autour 

de ces vésicules et de ces filaments se trouve aussi une zone de forte densité lipidique de 

texture granuleuse contenant des molécules de PspA dissociées du filament. Les auteurs 

supposent que ce réseau lipidique dense sert de zones de transfert lipidique (LTZ pour lipid 

transfer zones) permettant le mouvement des lipides entre deux vésicules (Figure 84a). Des 

observations similaires ont été mises en évidence chez Vipp1 (J. Liu et al., 2021).  

Au contact de liposomes d’E. coli, des interactions avec la structure en anneau ou stacks ont 

été mises en évidence. Ces structures se trouvent directement en contact avec la surface 

membranaire soit au-dessus, sur les côtés ou même formant un pont entre deux liposomes 

(Figure 84b). Comme pour PspA, Vipp1 adsorbe la bicouche lipidique au sein de la lumière de 

l’anneau ou de stacks, ce qui forme un « cou » et une incurvation positive de la membrane 

(Figure 84b).  

 
 
Figure 84 | Les protéines PspA et Vipp1 sont capables de remodeler les membranes. 

Les structures en filament formées par PspA interagissent avec les vésicules (gauche) et incorporent 
dans leur lumière la bicouche lipidique de la vésicule (centre). L’insertion de la bicouche lipidique se fait 
grâce à l’agrandissement du diamètre du filament (droite, EPL : E. coli polar lipids) (a). Le 
surenroulement des hélices est une caractéristique commune à PspA, Vipp1 et CHMP1 (sous-unité B) 
(b). La figure a été construite à partir des articles de Junglas et Liu (Junglas et al., 2021; J. Liu et al., 
2021).  
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Ces deux études indépendantes, confirment bien que les protéines PspA et Vipp1 possèdent 

des capacités de remodelage de la membrane en in vitro. Un mécanisme basé sur les 

observations cryo-microscopiques a été proposé pour chacune des protéines.  

PspA serait capable de fusion, fission et constriction. Elle serait d’abord sous forme de 

filaments ou de plateformes ancrés à la membrane de la vésicule. Le côté chargé du filament 

continuerait sa polymérisation jusqu’à rencontrer une partie membranaire chargée 

négativement d’une seconde vésicule. Une fois le contact établi entre les deux vésicules, le 

filament se désassemble à partir de son côté chargé et PspA initie la formation de LTZ (Figure 

85a 1. et 2. à gauche). Si les deux vésicules connectées sont proches, ces LTZ permettraient 

le déplacement des lipides entre la membrane de la vésicule donneuse et la membrane de la 

vésicule receveuse jusqu’à fusion des deux membranes (Figure 85a 2a. et 3a. à droite). Dans 

le cas où, les deux vésicules connectées sont éloignées, la membrane de la première vésicule 

s’insérerait dans la lumière de la seconde vésicule (Figure 85a 2b. et 3b. à droite), formant un 

système à deux membranes. Enfin, les deux vésicules pourraient l’une et l’autre partager leur 

membrane, ainsi après phénomène de fission, chaque vésicule se compose de deux 

membranes (Figure 85a 2c. et 3c. à droite). 

Concernant Vipp1, le phénomène de bourgeonnement/réparation membranaire par fusion 

impliquerait la structure en anneaux tandis que le stack interviendrait dans le phénomène de 

tubulation. La structure en anneaux est en réalité constituée de 6 étages. En partant de la base 

de l’anneau et en remontant jusqu’au sommet, le diamètre de chacun de ces 6 étages rétrécit. 

Ainsi, la membrane endommagée est adsorbée au sein de la lumière de l’anneau et se voit de 

plus en plus comprimée à mesure qu’elle monte dans l’anneau jusqu’à ce que les feuillets 

convergent et fusionnent au sommet (Figure 85b à gauche). Le phénomène de tubulation 

impliquerait le même mécanisme d’adsorption et de constriction mais cette fois-ci avec des 

structures beaucoup plus longues comme les stacks et les filaments (Figure 85b à droite). Ceci 

pourrait par exemple avoir lieu au sein du pont formé par le stack qui relie les deux liposomes 

afin de les fusionner.  
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Figure 85 | Hypothèses du mécanisme de remodelage effectué par PspA et Vipp1. 
Événements successifs permettant la fusion ou la fission membranaire médiés par PspA. En rouge : 
PspA (filament et plus petite unité), en jaune : LTZ, en bleu foncé : membrane donneuse et en bleu ciel : 
membrane receveuse (a). Schéma représentant le mécanisme d’action de Vipp1 dans la réparation et 
le remodelage de la membrane (b). La figure a été construite à partir des articles de Junglas et Liu 
(Junglas et al., 2021; J. Liu et al., 2021).  

 

L’étude de Gupta et collaborateurs, confirme aussi l’homologie avec ESCRT-III mais apporte 

des précisions quant au mécanisme médié par Vipp1 (Gupta et al., 2021). Alors que le 

complexe ESCRT-III se polymérise et se dépolymérise à l’aide de l’ATPase AAA+ Vps4, 

Vipp1, seule, est capable d’hydrolyser l’ATP et l’ADP durant sa polymérisation en anneau. 

Dans le modèle de Liu et collaborateur, Vipp1 arriverait au contact de la membrane sous forme 

d’anneau. D’après Gupta et collaborateurs, la formation de cet anneau commence par l’étage 
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1, soit le sommet, puis l’addition de l’étage 2 qui nécessite l’hydrolyse de l’ATP ou de l’ADP. 

Enfin, l’addition des étages 3 à 6 ne nécessite plus l’hydrolyse d’ATP ou d’ADP. Ce modèle 

de polymérisation est la nucléation qui implique l’oligomérisation de l’anneau du sommet vers 

la base (Figure 86 en haut). La formation de l’anneau peut aussi commencer par l’étage 6, soit 

la base, et l’addition successive de chaque étage nécessite l’hydrolyse d’ATP ou d’ATP (Figure 

86 au centre). Enfin, l’anneau peut se construire directement à la membrane en commençant 

par l’étage 6, soit la base puis par ajout successif des étages suivants, grâce à l’hydrolyse 

d’ATP ou d’ADP. Au fur et à mesure que les étages s’additionnent, la membrane est adsorbée 

dans la lumière (Figure 86 en bas).  Ces deux derniers modèles impliquent une oligomérisation 

du bas vers le haut.  

 

 

Figure 86 | Vipp1 s’oligomérise à la membrane ou en dehors grâce à son activité ATPase. 
Dans le modèle de nucléation (en haut), l’anneau s’oligomérise grâce à l’hydrolyse de l’ATP ou de l’ADP 
entre l’étage 1 et l’étage 2. La position du nucléotide est indiquée en rouge. L’oligomérisation continue 
avec les étages 3 à 6 sans hydrolyse. Au centre, la structure en anneau est construite à partir de la 
base et nécessite une hydrolyse de l’ATP ou de l’ADP à chaque étage. Dans le dernier modèle, la 
structure en anneau se construit à la membrane en se fixant sur les lipides anioniques (en jaune) selon 
le même principe que précédemment (Gupta et al., 2021).  

 

L’ensemble de ces travaux ont mis en lumière le mécanisme d’action de PspA et Vipp1 à la 

suite d’une induction du système. Les protéines PspA, Vipp1 et ESCRT-III forment donc une 

famille qui possèdent des capacités de remodelage ancestrales grâce à la conservation de 

leur structure et de leur propriété d’oligomérisation. L’oligomérisation de Vipp1 et de ESCRT-

III sont dépendantes de l’énergie fournie par l’hydrolyse de l’ATP tandis que, pour le moment 

aucune ATPase n’a été mis en évidence dans le cas de PspA.  
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En considérant l’homologie de structure de BacB avec PspA et Vipp1, la question centrale 

concerne la conservation des propriétés de remodelage par BacB. En d’autres termes, est-il 

raisonnable de transposer les mécanismes d’actions de Vipp1 et PspA à BacB ?  

À ce jour, nos travaux ne permettent pas de répondre à cette question mais des hypothèses 

peuvent être émises. En effet, l’observation du dimère de BacB par western Blot met en 

évidence des probables propriétés d’oligomérisation. De plus, d’après les travaux bio-

informatiques, BacE serait une ATPase AAA+ de type I comme Vps4 impliquée dans la 

polymérisation et la dépolymérisation de ESCRT-III. En outre, les éléments structuraux qui 

composent BacE la classe dans les clades qui seraient impliquées, entre autres, dans 

l’assemblage/désassemblage de complexes protéiques. Ainsi, à l’image de ESCRT-III et 

Vps4, BacF grâce à son activité ATPase pourrait fournir l’énergie nécessaire pour 

l’oligomérisation et de BacB.  

Concernant BacB, des travaux supplémentaires devront être menés pour i) trouver les 

conditions inductrices du système, ii) confirmer que BacB s’oligomérise en une ou plusieurs 

structures comme PspA et Vipp1, iii) démontrer une interaction entre BacB et BacF, iv) mettre 

en évidence une interaction entre des lipides anioniques et BacB et observer de possible 

remodelages membranaires.  
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Chapitre 2 : La protéine BacD et premières investigations des lipid rafts de 
P. aeruginosa 

 

I. Les lipid rafts et les microdomaines fonctionnels membranaires  

Les cellules eucaryotes possèdent un haut niveau de compartimentalisation. Chaque 

organelle, délimitée par une membrane, participent à un processus biologique précis : la 

génération de l’énergie dans la mitochondrie, l’assemblage de protéines dans le réticulum 

endoplasmique, la réplication et la transcription dans le noyau et la traduction dans le 

cytoplasme. Concernant la membrane plasmique, elle était au départ considérée comme une 

organelle universelle peu compartimentalisée.  Elle est en réalité très structurée et notamment 

composée de lipides présentant différentes propriétés physicochimiques. Les différentes 

espèces de lipides se répartissent au sein de la membrane et ceux qui contiennent des 

propriétés similaires se regroupent pour former des « radeaux lipidiques » ou « lipid rafts ». 

Ces lipid rafts sont cruciaux car ils servent de supports aux protéines membranaires dont la 

fonction dépend d’un environnement lipidique spécifique. Ainsi, les lipid rafts avec leur 

protéines associées forment un microdomaine fonctionnel. La membrane est donc parsemée 

d’une multitude de microdomaines fonctionnels. Par exemple, les lipid rafts enrichis en 

cholestérol et sphingolipides permettent la localisation de protéines impliquées dans la 

transduction du signal ou dans le transport. En plus d’arborer des lipides particuliers, les lipid 

rafts contiennent des flotillines. Ces protéines ont été abordées lors de l’étude bio-informatique 

de BacD, supposée être une p-flotilline. Les flotillines ancrées dans les lipid rafts sont 

indispensables et s’apparentent à des chaperonnes car elles participent au recrutement des 

protéines qui ont besoin d’être localisées dans ces lipid rafts soit pour leur fonction, leur 

interaction avec d’autres partenaires ou pour leur oligomérisation. Les flotillines en tant que 

protéine « échafaudage » jouent donc un rôle crucial dans l’organisation et l’architecture des 

lipid rafts. 

 

Pendant une longue période, ces lipid rafts ont été considérés comme exclusifs aux 

eucaryotes. En effet, les membranes bactériennes étant dépourvues de cholestérol (sauf 

quelques exceptions) et les cellules très peu compartimentalisées, la présence de 

microdomaines fonctionnels semblait peu probable. Le modèle de la structure membranaire le 

plus largement accepté est le modèle en « mosaïque fluide » de Singer et Nicholson qui 

propose que les membranes soient des bicouches lipidiques dans lesquelles flottent des 

protéines.  
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Ce modèle est aujourd’hui remis en question. En effet, la membrane des bactéries est 

structurée grâce à une grande variété de lipides et de protéines. Les bactéries 

compartimentalisent elles aussi, les processus cellulaires au sein de leur membrane formant 

ainsi des microdomaines fonctionnels. Ces domaines se composent, entre autres, des 

systèmes à deux composants, des systèmes de sécrétion et des systèmes de régulation de 

l’homéostasie membranaire impliquant par exemple les protéases à activité ATPase.  

Avec la découverte des p-flotillines chez les procaryotes, les lipid rafts ne sont plus exclusifs 

aux eucaryotes. Les p-flotillines ont des fonctions similaires à celles des eucaryotes. Elles 

agissent comme des chaperonnes impliquées dans le recrutement des protéines qui 

nécessitent d’être localisées dans un environnement lipidique particulier et elles sont des 

protéines « échafaudage » car elles participent au maintien de l’architecture du lipid rafts.  

L’hypothèse de l’existence d’un microdomaine fonctionnel mettant en lien la composition 

lipidique et la fonction protéique a été émise lors de recherches qui, initialement concernaient 

la formation de biofilm chez B. subtilis. La protéine senseur KinC, impliquée dans la formation 

de biofilm, perd sa fonction et sa localisation membranaire chez une souche délétée du gène 

yisP incapable de produire du farnésole et des lipides polyisoprénoïdes et de former des 

biofilms (López & Kolter, 2010).  

L’analyse de ces microdomaines fonctionnels supposés a donc débuté. L’approche 

expérimentale employée fût la même que pour les eucaryotes. Les lipid rafts, grâce à leur 

composition lipidique particulière sont plus compacts et hydrophobes ce qui les rend plus 

résistants à l’action des détergents ioniques. Il forme des régions appelées « liquid order » 

(Lo) où les lipides sont agencés de façon compacte. Par opposition, les régions plus fluides 

où les lipides sont désordonnés sont appelées « liquid disorder » (Ld).  

La procédure consiste donc à séparer deux fractions : i) la fraction sensible au détergent (DSM 

pour detergent sensitive membrane) et ii) la fraction résistante au détergent (DRM pour 

detergent resistant membrane) soit par un gradient de sucrose soit par action de détergent. 

C’est d’ailleurs à cause de la technique par gradient de sucrose que ces protéines ont été 

appelées flotillines car elles semblaient « flotter » au-dessus du gradient.  

Il est important de noter que cette procédure doit être vue comme un enrichissement, la 

fraction DRM ne doit pas être assimilée exclusivement aux lipid rafts mais comme une fraction 

membranaire enrichie en lipid rafts (Brown, 2002).  

À l’image des eucaryotes, l’analyse par spectrométrie de masse des DRM de B. subtilis révéla 

un nombre important de protéines impliquées dans le transport, la signalisation et la sécrétion. 

La protéine KinC a été retrouvée exclusivement dans les DRM mais ces derniers étaient 

surtout enrichis de protéines de fonction inconnue mais homologues aux flotillines eucaryotes, 

connues aujourd’hui sous le nom de FloA et FloT (ou YuaG).     
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Par microscopie à fluorescence, FloT présente une localisation hétérogène dans des régions 

précises de la membrane, appelées « foci », renforçant l’existence de microdomaines 

fonctionnels. De plus, les DRM enrichis par FloA et FloT sont principalement constitués de 

cardiolipines (Donovan & Bramkamp, s. d.). Pour finir, la protéine KinC se colocalise avec FloA 

et FloT et chez une souche déficiente pour le gène yisP, cette colocalisation n’est pas 

retrouvée, suggérant que le farnésole et les lipides polyisoprénoïdes produits par YisP sont 

indispensables pour la signalisation correcte de KinC (Bergstrom et al., 1993; Donovan & 

Bramkamp, s. d.).   

Bien que B. subtilis soit encore le modèle pour l’étude des lipid rafts, l’analyse de ces derniers 

s’est étendue à d’autre bactéries dont E. coli, A. tumefaciens, S. aureus et B. burgdorfei, H. 

pylori révélant un « core protéome » commun à tous les DRM (Czolkoss et al., 2021; Guzmán-

Flores et al., 2019; Hutton et al., 2017; G. Koch et al., 2017; Mielich-Süss et al., 2017; Toledo 

et al., 2015). 

II. Contexte et objectif de l’étude 

D’après l’étude bio-informatique, BacD serait une protéine SPFH et plus particulièrement une 

p-flotilline. Outre les analyses protéomiques menés sur les DRM, les différentes études 

menées sur les p-flotillines telles que FloA, FloT ou YqiK ont démontré leur implication dans 

différents processus cellulaires comme la division, la formation de biofilm, la mobilité, la 

résistance au stress oxydatif, la fluidité membranaire ou encore la morphologie cellulaire 

(Czolkoss et al., 2021; Dempwolff et al., 2012; Padilla-Vaca et al., 2019; Wessel et al., 2023; 

Z. Yang et al., 2021). 

Une étude phénotypique a donc débutée sur une souche déficiente pour le gène PA14_16180 

(nommée par la suite ∆bacD) et provenant de la collection de mutants disponible au PBS 

(Liberati et al., 2006). Cette étude phénotypique n’étant qu’à ses débuts, ce sont les premiers 

résultats qui sont présentés ici. Avant cette étude, la bonne insertion du transposon dans le 

gène PA14_16180 et son impact sur la croissance ont été vérifiés.  

La présence de BacD en tant que flotilline suggère aussi que P. aeruginosa pourrait contenir 

au sein de sa membrane des microdomaines fonctionnels organisés dans les lipid rafts.  

Il n’exsiste à ce jour aucune étude concernant les lipid rafts de P. aeruginosa que ce soit au 

niveau de leur composition lipidique ou protéique. Ainsi, nous avons mené une étude 

protéomique sur la fraction DRM afin d’étudier le protéome enrichi dans les lipid rafts. En se 

basant sur les études précédentes nous avons fait le choix d’extraire les DRM grâce au kit 

CelLytic™ MEM Protein, initialement conçu pour l’extraction des DRM eucaryotes mais qui a 

aussi donné des résultats chez les bactéries (Czolkoss et al., 2021; Guzmán-Flores et al., 

2019; Hutton et al., 2017; G. Koch et al., 2017; Mielich-Süss et al., 2017; Toledo et al., 2015).  
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Cette étude reste une étude préliminaire et est présentée de façon à apporter une première 

vue d’ensemble concernant les processus cellulaires associés aux lipid rafts. Le protéome 

obtenu est donc toujours comparé aux protéomes connus pour être enrichis dans les DRM.  

Pour obtenir le protéome enrichi dans les DRM, nous avons fait le choix de mener une étude 

quantitative par approche label-free entre la fraction DRM et DSM (Figure 87). Les peptides 

ont été analysés par nLC-MS/MS grâce au spectromètre de masse Q-Exactive Plus. La 

quantification et l’identification des protéines ont été effectuées grâce au logiciel Progenesis.  

Les spectres MS/MS ont été utilisés pour l’identification tandis que les cartes peptidiques 

(temps de rétention en fonction du rapport m/z) ont été utilisées pour la quantification.  

 

 

 

Figure 87 | Stratégie employée pour l’étude quantitative des lipid rafts de la souche WT selon 
l’approche label-free. 
 

III. Résultats et discussion 

III.1 Études phénotypiques 

Avant de réaliser les différents tests phénotypiques, l’insertion du transposon dans le gène 

PA14_16180 a été confirmée (Figure 88a).  

La seconde vérification concerne la croissance d mutant ∆bacD. D’après la Figure 88b, le 

transposon n’affecte pas la croissance du mutant.  
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a             b 

 

Figure 88 | Études préliminaires réalisées sur la souche ∆bacD. 
Vérification de l’insertion du transposon par PCR. M : marqueur de poids moléculaires, piste 1 : gène 
PA14_16180 contenant le transposon, piste 2 : gène PA14_16180 sauvage (a). Croissance de la 
souche WT et ∆bacD en milieu LB à 37°C pendant 48 h (b). 

 

Chez B. subtilis, la double mutation ou la mutation respective de floA et floT induit une 

diminution de la mobilité (Dempwolff et al., 2012). À l’inverse, chez E. coli, la délétion de yqiK 

provoque une augmentation de la mobilité swimming (Padilla-Vaca et al., 2019). Concernant 

∆bacD, l’insertion du transposon dans le gène PA14_16180 a un impact modéré sur la mobilité 

de type swimming (Figure 89a) et aucun impact sur les autres mobilités (données non 

présentées).  

L’absence de BacD conduit également à une perte significative de la fluidité membranaire 

(Figure 89b), observée aussi chez B. subtilis suite à la délétion de yqjI, floA et floT (Bach & 

Bramkamp, 2013; Z. Yang et al., 2021; Zielińska et al., 2020).  

 

Figure 89 | Étude phénotypique menée sur la souche ∆bacD. 
Distance parcourue par les souches WT et ∆bacD en mobilité swimming sur une gélose agar après 16 
h d’incubation à 37°C, * : t test p<0,05 (a). Fluidité membranaire des souches WT et ∆bacD obtenue par 
mesure d’anisotropie, *** : t test p<0,0001 (b).  
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La mutation d’un gène codant pour une flotilline engendre systématiquement une diminution 

de la fluidité membranaire et une déformation de la morphologie de la cellule. L’état de la 

surface membranaire et la morphologie de ∆bacD étant encore incertains, nous avons 

confirmé l’un de ces deux phénotypes chez la souche ∆bacD. Les mécanismes sous-jacents 

à ces phénotypes ont été éclaircis grâce à une étude menée par Zielinska et collaborateurs 

chez B. subtilis (Zielińska et al., 2020). La morphologie de la bactérie est principalement due 

à la structure de son peptidoglycane. La synthèse de ce dernier est possible grâce à 

l’élongasome et le divisome qui agissent respectivement sur la partie cellulaire longitudinale 

et celle prête à se diviser. La coordination de ces complexes respectifs est médiée par MreB 

et FtsZ. Le déplacement de MreB de long de l’axe longitudinal conduit à l’élongation de la 

cellule. Chez B. subtilis, certaines protéines en lien avec la synthèse du peptidoglycane ont 

été identifiées dans les DRM (Bach & Bramkamp, 2013; López & Kolter, 2010).  

Lorsque les cellules sont cultivées en milieu riche, la fréquence de division cellulaire est 

élevée. Chez une souche déficiente pour les gènes codants les flotillines et en phase 

exponentielle de croissance, la synthèse de peptidoglycane est délocalisée au niveau des 

pôles de la cellule, là où se produit la division et les cellules sont plus allongées. Cette 

délocalisation et le phénotype allongé ne sont pas retrouvés lorsque le mutant est cultivé en 

milieu minimum, là où la fréquence de division est plus faible. Cette observation suggère que 

ces phénotypes associés à l’absence de flotillines sont dépendants du taux de croissance 

et/ou de l’accessibilité aux nutriments.  

Le marquage fluorescent par le Laurdan, spécifiquement utilisé par analyser les régions 

lipidiques compacts (Lo) formées par les flotillines, montre que la culture en milieu riche 

augmente la rigidité des membranes des mutants, sans modification de la composition 

lipidique, tandis qu’en milieu minimum ce phénotype disparait.  

Chez B. subtilis, le taux de croissance et la synthèse du peptidoglycane sont liés à la vitesse 

de déplacement de MreB. Cette dernière est ralentie en milieu minimum tandis qu’elle 

augmente en milieu riche. D’après l’observation par microscopie en temps réel, en l’absence 

de flotilline, la vitesse de déplacement de MreB est diminuée en milieu LB mais reste 

inchangée en milieu minimum. Lorsque cette fluidité est restaurée chez le mutant à l’aide 

d’alcool benzylique, la vitesse de déplacement de MreB revient à la normale en milieu LB. Ceci 

démontre que la fluidité membranaire à un impact direct sur la vitesse de déplacement de 

MreB et par extension sur la synthèse du peptidoglycane et le taux de croissance.  

Enfin, l’ajout de FloT pure au contact de liposomes augmente fortement la fluidité membranaire 

indiquant que la régulation de la fluidité membranaire se fait par interaction directe entre les 

flotillines et les lipides.  
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Cette étude démontre que, les flotillines régulent finement la fluidité membranaire dans le but 

d’augmenter ou de diminuer la vitesse de déplacement de MreB et ainsi adapter le taux de 

croissance en fonction des conditions de croissance. Lorsque le taux de croissance est élevé 

les flotillines conserveraient une certaine fluidité membranaire critique pour le bon 

fonctionnement de la synthèse du peptidoglycane et inversement. Cette hypothèse corrèle 

avec de précèdent résultats qui démontrent que les flotillines sont capables de recruter des 

lipides plus rigides comme des hépanoïdes ou des caroténoïdes (Bramkamp & Lopez, 2015; 

García-Fernández et al., 2017; López & Kolter, 2010).  

Cette étude pourrait donc être le point de départ pour de futures investigations concernant 

notre souche ∆bacD.  

III.2 Analyse protéomique des lipid rafts de P. aeruginosa 

Cette étude protéomique a été menée dans le but de présenter dans son ensemble les 

protéines enrichies dans la fraction DRM.  

Sur un total de 1875 protéines identifiées, 978 protéines ont présenté des différences 

d’abondances significatives entre les fractions DRM et DSM. Parmi elles, 448 protéines sont 

enrichies dans les DRM (Figure 90a).  

Pour vérifier la qualité de nos échantillons, les protéines ont été classées selon leur 

localisation. Concernant les 978 protéines significativement dérégulées, bien que, durant la 

préparation de l’échantillon, la fraction membranaire a été isolée, 41% des protéines (397 

protéines) sont localisées dans le cytoplasme. La fraction membranaire représente tout de 

même 32% au total (27% pour la membrane interne et 5% pour la membrane externe) ce qui 

correspond à 317 protéines. On note la présence d’environ 3% de protéines qui possèdent 

plusieurs localisations, ces protéines peuvent être des protéines moonlighting connues pour 

posséder différentes fonctions et localisations (Figure 90b diagramme de gauche).  

En considérant cette fois-ci uniquement les protéines enrichies dans la fraction DRM plus de 

la moitié (58%) sont associées à la membrane ce qui représente 257 protéines. Il réside tout 

de même une fraction cytoplasmique qui représente 13% soit 56 protéines. Enfin environ une 

centaine de protéines ont une localisation inconnue (98 protéines) (Figure 90b diagramme de 

droite). 

Les protéines enrichies dans les DRM ont ensuite été classées selon leur fonction (Figure 90c). 

La fonction majoritaire (18%) est le transport de petites molécule attribués à 83 protéines suivie 

de 43 protéines impliquées respectivement dans le métabolisme des lipides et énergétique. 

On note aussi la présence non négligeable de protéines impliquées dans une activité 

enzymatique (25 protéines), dans la sécrétion (24 protéines), dans le chimiotactisme (19 

protéines) et dans la mobilité/attachement (16 protéines).   
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Figure 90 | Analyses protéomiques des DRM. 
Les protéines significativement dérégulées sont représentées sur un volcano plot. Les protéines sont 
représentées par des cercles et placées selon leur valeur de p-value et de fold change. Les protéines 
représentées par des points bleu clair ne possèdent pas d’abondance différentielle significative (a). 
Classification des 978 protéines significativement dérégulées et des 448 protéines enrichies dans les 
DRM selon leur localisation (b). Classification des protéines enrichies dans les DRM selon leur fonction 
(PseudoCAP), AA : acides aminés, PTM : modifications post-traductionnelles, PL et AG : 
phospholipides et acide gras (c).  
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Un certain nombre de protéines intervenant dans ces fonctions sont détaillées dans les 

tableaux suivants (Tableau 3, Tableau 4, Tableau 5, Tableau 6, Tableau 7). 

Pour commencer nous avons recherché, les protéines SPFH et leur partenaire d’interaction, 

comme les protéines FtsH ou NfeD, car elles sont communément co-purifiées avec la fraction 

DRM. P. aeruginosa possèderait 4 protéines SPFH, elles ont d’ailleurs été évoquées lors de 

l’étude bio-informatique de BacD : i) la p-stomatine PA14_05890 (PA0452 chez PAO1) et sa 

partenaire NfeD PA14_05880 (PA0451 chez PAO1), ii) les protéines HflK/C et leur partenaire 

FtsH et iii) BacD (PA14_16180) avec sa partenaire NfeD BacC (PA14_16160).  

Les protéines SPFH HflK/C, p-stomatine et BacD n’ont malheureusement pas été retrouvées 

dans la fraction DRM. La p-stomatine n’est pas identifiée tandis que les protéines SPFH HflK/C 

et BacD sont présentes dans la fraction DSM. BacD est identifiée avec 3 peptides et deux 

d’entre eux n’ont pas été utilisé pour la quantification car la valeur de la p value n’était pas 

significative. De plus, la flotilline YqjI de B. subtilis a été retrouvée uniquement dans les DSM 

(Z. Yang et al., 2021). Il est donc difficile de statuer quant à la localisation de BacD.  

En revanche, la protéine FtsH, le partenaire d’interaction des protéines SPFH HflK/C est 

retrouvée dans la fraction DRM avec un fold change de 5,44 (Tableau 7). De même pour la 

protéine PA14_05880, la partenaire NfeD de la p-stomatine, qui est retrouvée dans la fraction 

DRM avec un fold change de 4,51 (Tableau 5, surlignée en vert). Enfin, BacC, la partenaire 

NfeD de BacD, a été identifiée mais ne fait pas partie des protéines significativement 

dérégulées.  

Nous retrouvons aussi, une vingtaine de protéines qui ont déjà été identifiées dans les lipid 

rafts lors de précédentes études portant sur E. coli, A. tumefaicens, B. subtilis, B. burgdorfei 

et S. aureus (Czolkoss et al., 2021; Guzmán-Flores et al., 2019; Hutton et al., 2017; G. Koch 

et al., 2017; Mielich-Süss et al., 2017; Toledo et al., 2015). Ces protéines sont surlignées en 

bleu foncé dans chacun des tableaux.  

D’après les précédentes études, les DRM sont enrichis en protéines impliquées dans les 

processus de sécrétion et de transport de molécule. Ceci est aussi le cas concernant P. 

aeruginosa (Tableau 3, Tableau 4).  

On retrouve notamment la lipoprotéine TssJ1 du SST6, ce dernier ayant été récemment 

localisé dans les DRM de A. tumefaciens (Czolkoss et al., 2021). Chez S. aureus c’est le 

SSTVII qui a été identifié les DRM (Mielich-Süss et al., 2017). 

Les protéines du système de sécrétion Sec, en particulier YajC, SegG, SeD et SecY résident 

dans les lipid rafts de toutes les bactéries étudiées à ce jour. Il en est de même, concernant, 

P. aeruginosa, où les systèmes Sec et Tat sont aussi très largement enrichis dans la fraction 

DRM. Les protéines TatA, TatB et TaTC étant aussi retrouvées dans la fraction DRM de A. 
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tumefaciens (Czolkoss et al., 2021). Les systèmes de transport d’efflux RND tels que MexA, 

connu pour sa participation à la résistance aux antibiotiques, de transport d’ions et de minéraux 

ont aussi été identifiés en plus de nombreux ABC transporteurs et de lipoprotéines (annexe 

7). 

 

 

 

 

Tableau 3 | Systèmes de sécrétion 

Annotation Fold change Gene Description 

PA14_00960 11,49 tssJ1 SST6 lipoprotein  

PA14_09050 3,25 secY Preprotein translocase subunit SecY 

PA14_14610 2,02 yajC Preprotein translocase subunit YajC 

PA14_14630 4,2 secD Preprotein translocase subunit SecD 

PA14_14650 5,06 secF Preprotein translocase subunit SecF 

PA14_23980 11,38 xcpP Secretion protein XcpP 

PA14_24020 16,25 xcpT General secretion pathway protein G 

PA14_24060 3,83 xcpW General secretion pathway protein J 

PA14_24070 4,62 xcpX General secretion pathway protein K 

PA14_24080 3,2 xcpX General secretion pathway protein L 

PA14_24100 11,29 xcpZ General secretion pathway protein M 

PA14_42440 5,98 popD Translocator outer membrane protein PopD precursor 

PA14_42450 3,64 popB Translocator protein PopB 

PA14_48100 1,68 aprE Alkaline protease secretion protein AprE 

PA14_48115 2,08 aprD Alkaline protease secretion protein AprD 

PA14_62810 50,11 secG Preprotein translocase subunit SecG 

PA14_66960 7,34 tatA Twin arginine translocase A 

PA14_66970 3,91 tatB Sec-independent translocase TatB 

PA14_66980 11,38 tatC Sec-independent translocase TatC 

PA14_73410 10,17  Inner membrane protein translocase component YidC 
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Tableau 4 | Transport 

Annotation Fold change Gene Description 

PA14_01960 8,74  RND efflux membrane fusion protein 

PA14_03670 4,37 cysW Sulfate transport protein CysW 

PA14_05530 3,96 mexA RND multidrug efflux membrane fusion protein MexA 

PA14_12990 3,31  Choline transporter 

PA14_13610 7,89  ABC transporter permease 

PA14_13620 2,56 nhaP Na+/H+ antiporter 

PA14_15780 2,49 
 PTS system N-acetylglucosamine specific IIBC 

component 

PA14_40250 3,12  Efflux transmembrane transporter 

PA14_51720 4,59 tolB Translocation protein TolB 

PA14_51730 4,3 tolA TolA protein 

PA14_52770 11,3 aotM Arginine/ornithine transport protein AotM 

PA14_52780 10,14 aotQ Arginine/ornithine transport protein AotQ 

PA14_53330 2,97 aotQ Sulfate transport protein CysZ 

PA14_54150 5,92 putP Sodium/proline symporter PutP 

PA14_56680 4,31 feoB Ferrous iron transport protein B 

PA14_58440 6,63 dppB Dipeptide ABC transporter permease DppB 

PA14_58450 3,69 dppC Dipeptide ABC transporter permease DppC 

PA14_68300 3,82 arcD Arginine/ornithine antiporter 

PA14_69130 6,81 glpT Glycerol-3-phosphate transporter 

PA14_69570 2,15 corA Magnesium/cobalt transport protein 

 

 

Chez les eucaryotes, les lipid rafts sont assimilés à de véritables « plateformes de 

signalisation » car ils hébergent des systèmes senseur et de transduction de signal afin de 

mieux orchestrer la réponse à des stimuli extérieurs. Ces plateformes sont aussi retrouvées 

dans les DRM de B. subtilis, S. aureus et E. coli, où ce sont respectivement les kinases 

senseur KinC, WalK et CusR qui ont été identifiées. Concernant P. aeruginosa, nous avons 

identifié CreB le régulateur de réponse du système à deux composants CreBC et les deux 

senseurs kinases PhoQ et CbrA des systèmes à deux composants PhoPQ et CbrAB. Ces 

systèmes régulent d’une façon générale la virulence, la réponse à l’exposition aux 

antibiotiques et la formation de biofilm. Enfin, MucA et AlgW font partie du système de 

régulation de la production de l’alginate tandis que RetS régule l’activité du système de 

régulation Gac/Rsm (Tableau 5). 
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Tableau 5 | Réponse à un stimulus 

Annotation Fold change Gene Description 

PA14_05880 4,51  NfeD membrane-bound protease 

PA14_06060 4,84 creB DNA-binding response regulator CreB 

PA14_13740 2,63 narX Two-component sensor 

PA14_16430 1,52 wspA Chemotaxis transducter 

PA14_17500 2,35 mutS DNA mismatch repair protein MutS 

PA14_27000 7,3  Chemotaxis transducer 

PA14_33780 6,93  Transmembrane sensor 

PA14_44300 1,76 aeR Aerotaxis receptor Aer 

PA14_49170 1,55 phoQ Two-component sensor PhoQ 

PA14_54420 9,33 mucA Anti-sigma factor MucA 

PA14_57760 4,51 algW protease 

PA14_62530 4,78 cbrA Two-component sensor CbrA 

PA14_64230 4,99 retS Regulator of EPS and T3SS 

 

 

Chez E. coli une partie de la chaine respiratoire est située dans les lipid rafts et chez P. 

aeruginosa, un nombre élevé de protéine impliquées dans la chaîne respiratoire réside dans 

la fraction DRM (Guzmán-Flores et al., 2019). Le complexe I formé des protéines NADH 

déshydrogénases Nuo et le complexe IV formé par le cytochrome c sont deux composants de 

la chaine de transport d’électron tandis que le complexe F0F1 formé par l’ATP synthase est 

impliqué dans l’étape finale de la respiration permettant d’obtenir l’ATP (Tableau 6).  
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Tableau 6 | Métabolisme énergétique et des lipides 

Annotation  Fold change Gene Description 

Métabolisme énergétique  

PA14_06720 3,35 nirF  

PA14_06810 6,28 norC Nitric-oxide reductase subnit C 

PA14_06830 3,03 norB Nitric-oxide reductase subnit B 

PA14_13030 6,8 cioA Cyanide insensitive terminal oxidase 

PA14_13830 2,6 narI Respiratory nitrate reductase gamma chain 

PA14_25305 1,89 nqrB Na(+) translocating NADH-quinone reductase subunit B 

PA14_25320 2,7 nqrC Na(+) translocating NADH-quinone reductase subunit C 

PA14_25330 3,59 nqrD Na(+) translocating NADH-quinone reductase subunit D 

PA14_29850 26,66 nuoN  NADH dehydrogenase subunit N 

PA14_29860 8,02 nuoM NADH dehydrogenase subunit M 

PA14_29880 3,64 nuoL NADH dehydrogenase subunit L 

PA14_29930 9,11 nuoH NADH dehydrogenase subunit H 

PA14_30020 14,79 nuoA NADH dehydrogenase subunit A 

PA14_32600 24,99  Thiol:disulphide interchange protein 

PA14_44020 1,57 sdhB Succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit 

PA14_44050 14,69 sdhD Succinate dehydrogenase D subunit 

PA14_44060 5,13 sdhC Succinate dehydrogenase, cytochrome b556 subunit 

PA14_44340 5,07  Cbb3-type cytochrome c oxidase subunit I 

PA14_44350 3,19  Cbb3-type cytochrome c oxidase subunit II 

PA14_44360 5,18  Cbb3-type cytochrome c oxidase subunit III 

PA14_45280 5,13 cycH Cytocgrome c-type biogenesis protein  

PA14_45290 3,21 ccmH Cytocgrome c-type biogenesis protein CcmH 

PA14_45300 5,25 ccmG Cytocgrome c-type biogenesis protein CcmG 

PA14_45310 4,56 ccmF Cytocgrome c-type biogenesis protein CcmF 

PA14_45380 4,56 ccmA Cytocgrome c-type biogenesis protein CcmA 

PA14_64080 8,2 dipZ Thiol:disulphide interchange protein 

PA14_73290 5,8 atpF F0F1 ATP synthase subunit B 

PA14_73310 10,5 atpB F0F1 ATP synthase subunit A 

Métabolisme des lipides 

PA14_11470 17,82 pgpA Phosphatidylglycerophosphatase A 

PA14_17270 1,94 accA Acetyl-CoA carboxylase carbocyltransferase subunit 

alpha 

PA14_21370 4,78 FadD1 Long-chain-fatty-acid—CoA ligase 

PA14_23860 1,66 accD Acetyl-CoA carboxylase carbocyltransferase subunit 

beta 

PA14_27730 14,26 fadE Acyl-CoA dehydrogenase 

PA14_70110 12,4  Cardiolipin synthase 

PA14_71220 2,4 Cls Cardiolipin synthase 
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Pour finir, un groupe conséquent de protéines impliquées dans le maintien de la cellule, la 

mobilité et l’attachement a été mis en évidence (Tableau 7).  

Le complexe Tol formé par TolR, TolQ, TolB et TolA est enrichi dans la fraction DRM (Tableau 

4, Tableau 7). Deux de ces protéines, soit TolR et TolQ ont aussi été retrouvées dans la fraction 

DRM chez E. coli (Guzmán-Flores et al., 2019). Ce complexe contribue au maintien de 

l’intégrité de la membrane et de la morphologie cellulaire (Llamas et al., 2003). Les protéines 

FtsE, FtsX, FtsH et ZipA, toutes les quatre enrichies dans les DRM, sont des protéines de la 

membrane interne essentielles à la formation de l’anneau septal qui précède la division de la 

cellule (Pichoff et al., 2019). Les protéines FtsE et FtsX sont en opéron et comme FtsH, la 

protéine FtsE possède une activité ATPase. La protéine transglycosylase A est impliquée dans 

le recyclage et la maintenance du peptidoglycane (Lamers et al., 2015). Des protéines ayant 

des rôles similaires ont été localisées dans la fraction DRM chez E. coli et B. subtilis 

(Bramkamp & Lopez, 2015; Guzmán-Flores et al., 2019; López & Kolter, 2010) .  

Les protéines impliquées dans les appendices de P. aeruginosa en particulier dans la synthèse 

du flagelle et du pili de type IV sont particulièrement enrichies dans les DRM. La protéine FliL 

constituant le moteur du flagelle a d’ailleurs été incluse dans les familles des protéines SPFH 

grâce à son homologie structurale (Takekawa et al., 2019).  
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Tableau 7 | Maintien de la cellule et mobilité 

Annotation Fold change Gene Description 

Maintient de la cellule 

PA14_04910 1,87 ftsE Cell division ATP-binding protein FtsE 

PA14_04920 5,82 ftsX Cell division protein FtsX 

PA14_22050 2,76 htrB Lipid A biosynthesis 

PA14_41400 3,14  Lipid A biosynthesis 

PA14_44670 2,39 zipA Cell division protein ZipA 

PA14_48520 6,71  Membrane-bound lytic murein transglycosylase A 

PA14_51740 14,46 tolR Membrane protein TolR 

PA14_51750 7,9 tolQ Membrane protein TolQ 

PA14_62860 5,44 ftsH Cell division protein FtsH 

Mobilité et attachement 

PA14_05360 2,4 pilJ Twitching motility protein PilJ 

PA14_14850 10,33 pilF Type 4 fimbrial biogenesis protein PilF 

PA14_45560 7,69 motC Flagellar motor protein 

PA14_45610 2,12 cheZ bacterial flagellum-dependent swarming 

PA14_45680 17,52 flhA Flagellar biosynthesis protein FlhA 

PA14_45770 10,64 fliP Flagellar biosynthesis protein FliP 

PA14_45810 3,44 fliL Flagellar basal body-associated protein FliL 

PA14_50140 2,54 fliF Flagellar MS-ring protein 

PA14_58730 8,34 pilA Type IV pilin structural subunit 

PA14_58770 12,84 pilD Type IV prepilin peptidase PilD 

PA14_60280 5,78 fimU Type IV fimbrial biogenesis protein FimU 

PA14_60290 5 pilW Type IV fimbrial biogenesis protein PilW 

PA14_65430 3,78 motB Flagellar motor protein MotB 

PA14_65450 2,93 motA Flagellar motor protein MotA 

PA14_66630 6,33 pilP Type IV fimbrial biogenesis protein PilP 

PA14_66640 3,75 pilO Type IV fimbrial biogenesis protein PilO 

PA14_66650 3,94 pilN Type IV fimbrial biogenesis protein PilN 

 

III.3 Conclusion 

La découverte des protéines SPFH p-flotillines chez les procaryotes a remis en question 

l’importance de la membrane dans les processus biologiques. D’abord perçue comme passive, 

elle est en réalité assimilable à une série de « plateformes » dispersées et dédiées à certains 

processus biologiques. La composition lipidique de ces plateformes est soigneusement 

sélectionnée pour favoriser la fonction, l’interaction ou l’oligomérisation des protéines qui y 

résident. Chez les eucaryotes ces plateformes appelées « lipid rafts » sont très bien connues 

et largement étudiées.  

Grâce à la méthode d’extraction basée sur les propriétés lipidiques, une fraction DRM obtenue 

reflète l’enrichissement des protéines dans les lipid rafts. Chez les eucaryotes, les DRM sont 

enrichis en protéines impliquées dans le transport, la sécrétion et la signalisation. L’étude des 
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DRM procaryotes a débutée bien plus tard suite à la découverte des protéines homologues 

aux flotillines, protéines échafaudage constituants ces lipid rafts.  

Chez les eucaryotes, les lipides majoritaires des lipid rafts sont le cholestérol et le 

sphingolipide tandis que chez les procaryotes la composition lipidique est encore imprécise 

bien que la présence de cardiolipine et d’hopanoïde ait été soulignée.  

Les protéomes des DRM bactériens, étant enrichis en protéines impliquées dans le transport, 

la sécrétion et la signalisation, se sont révélés très similaires entre eux mais aussi similaires à 

ceux des eucaryotes, faisant naître la notion de « core proteome ». En parallèle, les études 

phénotypiques menées sur les p-flotillines ont mis en lumière une impressionnante variété de 

fonctions dans lesquelles elles sont impliquées : l’architecture des lipid rafts, le biofilm, la 

mobilité, la réponse au stress, la synthèse du peptidoglycane et par extension la morphologie 

via la modulation de la fluidité membranaire ou encore l’antibiorésistance. L’études des DRM 

et des p-flotillines doit se poursuivre pour mieux comprendre les liens entre la composition 

lipidique des lipid rafts, les processus cellulaires enrichis et la fonction des p-flotillines.  

Concernant P. aeruginosa, la protéine BacD serait une p-flotilline suggérant la présence de 

lipid rafts et donc de microdomaines fonctionnels au sein de sa membrane. Il n’existait à ce 

jour aucune étude concernant le protéome des DRM de P. aeruginosa, nous avons donc 

entrepris une analyse protéomique quantitative par approche label-free entre les DRM et les 

DSM.  

La fraction DRM est enrichie à plus de la moitié en protéine localisées dans la membrane 

interne ou externe bien que quelques contaminants résidants dans le cytoplasme soient 

présents. Les DRM sont enrichis en protéines impliquées dans le transport, la sécrétion la 

signalisation et le métabolisme énergétique, ce qui est cohérent avec les protéomes déjà 

connus. En revanche, la protéine BacD n’a pas été retrouvée dans les DRM, or les flotillines 

et p-flotillines sont considérées comme résidents dans cette fraction. En revanche, cette 

observation n’est pas vraie pour toutes les p-flotillines, YqjI, le p-flotilline de B. subtilis étant 

retrouvée également dans les DSM. Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour 

éclaircir la localisation de BacD dans l’une ou l’autre de ces fractions. 

 

Nous retrouvons tout de même le « core protéome » caractéristique des DRM constitué, entre 

autres, des protéines SecY, SecD, YijC, FtsH et TatABC. D’autres protéines connues pour se 

trouver dans les DRM ont aussi été identifiées dans notre étude comme les protéines 

impliquées dans le métabolisme énergétique et dans la réponse aux stimuli.  

Cette première étude donne une première vue d’ensemble de ce qui pourrait constituer les 

lipid rafts de P. aeruginosa. Ces travaux protéomiques constituent un socle sur lequel des 

futurs travaux doivent se baser. En effet, les auteurs des différentes études concernant les 
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DRM s’accordent sur la nécessité de vérifier la présence de ces protéines dans les DRM. En 

effet ces derniers se localisent préférentiellement aux pôles de la cellule. Les protéines 

préalablement identifiées peuvent être par exemple marquées à l’aide de marqueurs 

fluorescents puis observées en microscopie confocale. Enfin, une donnée cruciale concerne 

la composition lipidique de ces DRM. Cette dernière devrait être significativement enrichie de 

lipides spécifiques.  
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Depuis toujours, les bactéries ont développé des réponses adaptatives aux changements de 

leurs microenvironnements. Lors de ces changements, le maintien de l’intégrité et de 

l’homéostasie membranaire est vital pour la bactérie car c’est un composant essentiel pour sa 

survie. En plus d’être l’unique barrière qui sépare la bactérie de son environnement extérieur, 

elle est le lieu de nombreux processus biologiques. La membrane abrite de nombreux 

systèmes de perception de signaux qui permettent à la bactérie de répondre rapidement et 

efficacement aux stress extra cytoplasmiques perçus. Ces systèmes sont regroupés sous le 

terme de CESR, le plus connu étant le système Psp d’E. coli. Ce système protecteur 

multiprotéique est non seulement impliqué dans la stabilisation de la membrane durant un 

stress mais est aussi impliqué dans la formation du biofilm, la virulence et l’antibiorésistance.  

Bien que le système Psp d’E. coli soit le premier historiquement décrit chez les bactéries, il 

n’est pas exclusif à cette espèce. Des systèmes Psp ont été décrits chez d’autres espèces 

bactériennes comme Y. enterocolitica, M. tuberculosis, B. subtilis, chez les cyanobactéries 

mais aussi chez les plantes. Avec ces découvertes successives, la nécessité de comprendre 

l’évolution phylogénétique des différents acteurs de ce système a émergé. La protéine PspA, 

l’acteur clé, s’est révélée être la plus conservée parmi l’ensemble des acteurs du système. En 

conséquence, les environnements géniques entourant le gène codant PspA sont extrêmement 

variés. La liste des protéines homologues à PspA s’est donc rapidement étendue jusqu’à 

former la famille PspA/IM30. 

 

Initialement supposé participer à la sécrétion de rhamnolipides ou à la transduction du signal, 

le système BAC de P. aeruginosa serait un de ces environnements géniques codant un 

système Psp original pouvant participer à la conservation de l’intégrité membranaire durant un 

stress.  

 

Au départ composé des 4 protéines BacA, BacB, BacC et BacD, nous avons montré que le 

système BAC est en réalité composé de 6 protéines, BacE et BacF étant les deux protéines 

nouvellement incorporées. Ces six protéines forment l’opéron bacABCDEF dont l’expression 

est dépendante du facteur sigma σ54.  

La protéine BacA aurait un double rôle de chaperonne/régulateur, BacB, dont l’homologie avec 

PspA avait déjà été soulignée (Macé et al., 2008), fait partie de la famille PspA/IM30, les 

protéines membranaires BacC et BacD forment un nouveau couple NfeD-flotilline, BacE 

appartient à la superfamille des ATPases AAA+ et enfin BacF serait un membre de la famille 

des phospholipases D.  
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La protéine BacA, dont sa structure a été nouvellement élucidée par cristallographie, adopte 

une conformation caractéristique des protéines chaperonnes du SST3 et des protéines 

membres de la famille YbjN. Ces protéines sont impliquées dans des voies de régulation qui, 

par interactions protéines-protéines (donc à un niveau post-traductionnel), régulent 

positivement ou négativement l’expression des gènes cibles.  

D’après cette homologie structurale et l’accumulation des autres protéines BAC observée 

lorsque BacA est absente, nous supposons que BacA, à l’image des chaperonnes du SST3 

pourrait imposer une régulation via des interactions protéines-protéines qui séquestreraient 

l’activateur de la transcription.   

La littérature suggère que le système BAC serait aussi régulé à un niveau traductionnel par le 

système Gac/Rsm (Brencic & Lory, 2009). En se basant sur ces deux niveaux de régulation, 

nous avons proposé un modèle de régulation de l’expression de bacABCDEF où BacA 

séquestrerait l’activateur de la transcription nécessaire pour l’expression de bacABCDEF et 

où RsmA bloquerait la traduction par compétition avec le site de fixation du ribosome.  

 

La composition protéique du système BAC telle que décrite ici correspond à l’un des très 

nombreux environnements protéiques qui entourent PspA mais pour lequel aucune donnée 

expérimentale n’existe (Ravi et al., 2020). En revanche, une collaboration entre la protéine 

PspA et une flotilline a déjà été mise en évidence dans le cas du système Psp de B. subtilis et 

d’E. coli.  

Ainsi, en se basant sur l’ensemble de nos résultats, sur la littérature citée et sur le 

fonctionnement des systèmes Psp, un modèle de fonctionnement du système BAC est 

proposé (Figure 91). Les protéines BacE et BacF ne sont pas représentées car nous 

considérons que les données récoltées les concernant sont encore insuffisantes pour pouvoir 

correctement discuter de leur rôle respectif.  

Dans ce modèle, les protéines membranaires BacC et BacD jouent le rôle de protéines 

senseurs et sont localisées aux niveaux des pôles dans des régions spécifiques de la 

membrane, à l’image des protéines senseurs PspB et PspC d’E. coli. En sachant que les 

flotillines ont tendance à s’oligomériser et que cet état d’oligomérisation a été observé chez 

BacD (Ben Mlouka, 2014), c’est ainsi qu’elle est représentée dans le modèle. De plus, en 

raison des similitudes de structures avec les protéines SPFH HflK/C, BacD est représentée 

avec un ancrage à la membrane interne du côté périplasmique. En revanche, rien n’exclut que 

BacD soit en réalité ancrée dans la membrane interne mais du côté cytoplasmique. Quant à 

BacC, ses trois domaines transmembranaires sont représentés selon les prédictions bio-

informatiques.  
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D’après le rôle des flotillines, il n’est pas impossible que cette région soit assimilable à un 

microdomaine fonctionnel enrichi par exemple en cardiolipines, lipides importants dans la 

signalisation (non représentés dans le modèle).  

À l’état induit, BacA libère l’activateur de la transcription et en parallèle les petits ARNnc 

RsmYZ séquestrent RsmA permettant ainsi l’expression de bacABCDEF. À l’image de la 

flotilline YdjI du système Psp de B. subtilis, la flotilline BacD recrute BacB à la membrane. En 

considérant son homologie avec PspA et Vipp1 et le dimère observé, BacB, pourrait 

s’oligomériser pour former par exemple des structures en anneaux, en stacks voire en 

filaments afin de remodeler la membrane endommagée.  

Dans ce modèle, l’une des questions concerne l’existence d’un mécanisme de remodelage 

chez BacB. Les protéines PspA et Vipp1 en tant que membre de la famille d’ESCRT-III 

remodèlent la membrane en adsorbant la bicouche lipidique jusqu’à la fission ou la fusion de 

la membrane. La protéine BacB en tant qu’homologue structural pourrait posséder de telles 

propriétés.  

 

 

Figure 91 | Hypothèse de fonctionnement du système BAC 
Voir le texte pour l’explication. 

 

 

Ce modèle est à considérer avec prudence et n’est pour le moment qu’une hypothèse. Il sera 

bien sûr indispensable de vérifier chacune des hypothèses que nous avons émises. 
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Le modèle de fonctionnement du système BAC implique que les différentes protéines se 

situent à proximité l’une de l’autre. En s’inspirant de la littérature, des expériences de co-

localisation par marquage fluorescent et observation par microscopie confocale seront à 

envisager pour confirmer cette hypothèse (Z. Yang et al., 2021).  

La structure adoptée par PspA et Vipp1 est cruciale dans le mécanisme de remodelage. Celle 

de BacB est homologue suggérant un mécanisme d’action similaire. La purification de BacB 

est donc une piste prioritaire pour confirmer ses capacités d’oligomérisation et identifier ainsi 

ses différents états d’oligomérisation, s’ils existent. D’après les études concernant PspA et 

Vipp1, les possibles structures formées par BacB pourraient être observées par cryo-

microscopie électronique.  

Dans la continuité de ces travaux, il serait aussi très intéressant de mettre en contact BacB et 

des liposomes afin d’observer, toujours par cryo-microscopie électronique, des interactions 

avec les bicouches lipidiques, des phénomènes de fission ou de fusion.  

Un des axes de recherche concerne aussi les facteurs d’induction du système, que nos 

premières investigations n’ont pas mis en évidence. Une technique plus sensible que le suivi 

de croissance serait l’utilisation de la qRT-PCR qui permet de suivre l’expression de gènes 

cibles en fonction de différentes conditions.  

La recherche de ces facteurs d’induction est inévitablement liée au mécanisme de régulation 

de bacABCDEF. Nous avons proposé une hypothèse de régulation qui demande des 

investigations supplémentaires. L’identification de cet activateur de la transcription et d’un 

possible réseau d’interactions entre les différents acteurs BAC en font partie. En effet, de 

précédentes études montrent une forte interaction entre BacA et BacB (Ben Mlouka, 2014; 

Saffiedine, 2019) supposant un rôle de BacB dans cette régulation et/ou un rôle de BacA en 

tant que chaperonne pour le transport de BacB à la membrane. 

 

Des états d’oligomérisation concernant BacD ont déjà été mis en évidence (Ben Mlouka, 

2014). L’observation plus poussée de ces états d’oligomérisation pourrait aussi se faire à l’aide 

de la cryo-microscopie électronique, impliquant donc la purification de BacD. Les études sur 

BacD sont à l’état préliminaire et doivent se poursuivre. Au regard des premiers résultats, 

BacD semble jouer un rôle dans la fluidité membranaire. Cette fluidité pourrait être davantage 

investiguée grâce à la mise en contact de BacD avec des liposomes. La morphologie de la 

cellule est aussi liée aux flotillines. Cette morphologie a été investiguée chez ∆bacD par 

microscopie à force atomique mais n’a pour le moment pas donné de résultats concluants. 

L’observation de la cellule par microscopie électronique permettrait d’être plus résolutif.   
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Dans un autre registre, nous avons proposé le premier protéome des DRM de P. aeruginosa. 

BacD a été localisée dans la membrane (Ben Mlouka, 2014; Saffiedine, 2019) mais son 

appartenance aux DRM doit être investiguée. Ces travaux supplémentaires devront aussi 

confirmer l’appartenance des protéines citées à ces microdomaines fonctionnels. Là aussi, 

des expériences de co-localisation par microscopie à fluorescence sont envisagées.   

D’une manière générale, l’étude bio-informatique ouvre de très nombreuses pistes quant à 

l’étude fonctionnelle et structurale des protéines BAC. 

 

 

En partie grâce à sa polyvalence métabolique, sa résistance élevée aux antibiotiques et son 

vaste répertoire de facteurs de virulence, P. aeruginosa est parfaitement adaptée pour 

prospérer dans une grande variété d’environnements. En sachant que les systèmes Psp sont 

cruciaux pour la survie de la bactérie, comprendre la régulation et le fonctionnement du 

système BAC permettrait d’ouvrir de nouvelles pistes d’études et d’identifier de potentielles 

cibles pour lutter contre les infections à P. aeruginosa.  

En effet, alors que les individus en bonne santé sont rarement infectés, ceux présentant de 

graves complications sont les cibles privilégiées de P. aeruginosa, faisant d’elle un pathogène 

opportuniste notoire. Parmi les cibles, les patients atteints de la mucoviscidose, d’un cancer, 

du SIDA, du diabète, de neutropénie (baisse de neutrophile) ou hospitalisés sur une longue 

durée présentent de haut risque d’infections à P. aeruginosa. Les infections sont graves et 

extrêmement variées allant de l’infection pulmonaire chez les patients atteints de maladies 

pulmonaires obstructives chroniques ou ventilés, à la septicémie, l’infection des tissus mous 

chez les brûlés et des plaies ouvertes en passant par les infections urinaires et les kératites. 

Chez ces patients à risque, l’adoption d’un mode de vie biofilm par la bactérie au sein du tissu 

présage de fortes complications cliniques. Ces biofilms provoquent des infections chroniques 

qui, par leur persistance dans le tissu, sont associées à une forte morbidité et mortalité. En 

clinique, le traitement de ces infections est extrêmement difficile car les bactéries protégées 

au sein du biofilm échappent au système immunitaire et aux antibiotiques.  

C’est pour toutes ces raisons que, face à l’urgence de la situation, l’OMS et le centre de 

contrôle des maladies ont classé P. aeruginosa en priorité N°1 pour la recherche et le 

développement des nouvelles thérapies antibactériennes.
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I. Les souches bactériennes  

La souche PA14 de P. aeruginosa sauvage appelée WT (wild-type) et les mutants associés 

ont été fournis par l’équipe du Pr. Ausubel de la Harvard Medical School de Boston. Les 

mutants proviennent d’une librairie de mutants construite par insertion du transposon 

MAR2xT7 (Liberati et al., 2006). Pour exercer une pression de sélection, le transposon contient 

une cassette de résistance à la gentamycine (15 µg/mL).  

Les souches sont conservées à -80°C. Brièvement, une pré-culture est réalisée dans du 

bouillon LB (Luria Bertani, Difco) à 37°C pendant environ 18 heures (h). Un isolement sur une 

gélose LB agar (Difco) est réalisé afin de vérifier la pureté du souchier. Une colonie est ensuite 

prélevée pour ensemencer une culture de 50 mL en milieu LB, en respectant le rapport 

volumétrique liquide-oxygène de 1/5ème. Après 18 h d’incubation à 37°C, la culture est 

centrifugée à 5 000 x g pendant 20 minutes (min) (Sigma 3-16KL, Germany) et le culot 

bactérien est repris dans 5 mL d’un mélange de glycérol et de LB selon un rapport 1/3.  

II. Les études de biologie moléculaire 

II.1 Vérification de l’insertion du transposon MAR2xT7 par PCR 

II.1.1  Choix des amorces et extraction de l’ADN 

La taille du transposon MAR2xT7 est de 994 pb. Il est donc possible de comparer la taille du 

gène muté avec celle du sauvage par PCR (polymerase chain reaction). Les amorces ont été 

construites à l’aide du logiciel Primer3 (https://primer3.ut.ee/) et commandées auprès de 

Eurogentec (Belgique). Pour chaque mutant, le couple d’amorces est spécifique et se 

positionne de part et d’autre du transposon (Tableau 8). Les couples d’amorces sont construits 

en veillant à ne pas dépasser un pourcentage de GC d’environ 50% et à obtenir une 

température de fusion (Tm) proche entre les deux amorces. 

Tableau 8 | Les amorces utilisées pour la vérification des mutants. 

Nom amorce Séquence 5’→ 3’ % GC Tm (°C) 
Taille 

(pb) 

PA14_∆bacD_F 

PA14_∆bacD_R 

CAAGGTGCATTTCACCGGTG 

ATCACCTCGATGATGCGGTC 

55 

55 

62 

62 

20 

20 

PA14_∆bacB_F 

PA14_∆bacB_R 

GTGCTGCACGAAATCGAAAC 

TTGACCGTATCCACCTGTTGCTTG 

50 

50 

60 

52,3 

20 

24 

PA14_∆bacA_F 

PA14_∆bacA_R 

GCTCATTTGGAGAAGGAGGAAGAC 

TTTCAGGTAGCCGGCGTAGACTT 

50 
52,2 

 

52,3 
52 

24 
23 

F : forward et R : reverse 

La PCR est réalisée à partir d’une unique colonie obtenue après un isolement sur gélose LB. 

La colonie est reprise dans 50 µL d’eau puis chauffée à 95°C au bain sec pendant 5 min pour 

https://primer3.ut.ee/
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lyser les bactéries. L’ADN est récupéré dans le surnageant après centrifugation à 2 500 x g 

pendant 5 min (Minispin Plus, Eppendorf, Hamburg, Germany).  

II.1.2  Paramètres du cycle PCR et migration sur gel d’agarose 

Le mix PCR contient : 1 µL d’ADN, 1 µL du couple d’amorce chacune à une concentration de 

20 µM, 34,8 µL d’eau, 10 µL de tampon (Bioline, Life Science® Compagny) et 0,25 µL d’ADN 

polymérase MyTaq™ Red RNA Polymerase (Bioline, Life Science® Compagny). Le cycle PCR 

est réalisé avec le thermocycleur Mastercycler® X50 (Eppendorf) selon le programme suivant : 

i) Dénaturation des brins d’ADN à 95°C pendant 1 min, ii) Hybridation des amorces à 60°C 

pendant 15 secondes (sec) et iii) Élongation des brins d’ADN à 72°C pendant 30 sec. 

Pour visualiser les fragments d’ADN amplifiés, du SYBR Safe (Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific) est incorporé au gel d’agarose 1% (Sigma-Aldrich) préparé dans du TAE (tris 

acétate EDTA) (Sigma-Aldrich). La migration s’effectue avec 5 µL d’échantillon et sous un 

champ électrique de 150 Volt (V) dans du tampon TAE. Les marqueurs de poids moléculaires 

(Quick-Load Purple 100 bp DNA Leader, BioLabs) déposés sur le gel nous permettent de 

vérifier la taille des fragments d’ADN et ainsi valider l’insertion du transposon. Le gel est 

visualisé grâce au ChemiDOC MP Imaging System (BioRad, USA).  

II.2 RT-PCR 

Les manipulations décrites ci-dessous, en dehors de la PCR, ont été réalisées au laboratoire 

GlycoMEV UR 4358 (Université de Rouen Normandie) en collaboration avec le Dr. Marie-

Christine KIEFER-MEYER.   

II.2.1  Extraction des ARN totaux 

Les ARN totaux sont extraits à partir d’une culture de la souche WT (à environ 109 UFC/ml) 

grâce au kit PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific) selon les 

recommandations du fournisseur. Pour éviter la contamination par l’ADN, les échantillons 

d’ARN sont traités à la désoxyribonucléase grâce au kit TURBO DNA-free™ kit (Invitrogen, 

ThermoFisher Scientific) selon les recommandations du fournisseur. La concentration d’ARN 

est déterminée grâce au NanoDrop™ (ThermoFisher Scientific). La présence de contaminants 

est vérifiée grâce aux rapports A260nm/A280nm (protéines) et A260nm/A230nm (autres contaminants). 

La valeur de ces deux rapports doit être entre comprise entre 2 et 2,2 pour considérer 

l’échantillon comme pur. L’échantillon d’ARN est aliquoté pour obtenir une quantité finale de 2 

µg. Les aliquots sont conservés à -80°C.  
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II.2.2  RT des ARN en ADNc 

L’ADNc (ADN complémentaire) est obtenu par transcription inverse ou RT (reverse 

transcription) à partir d’un aliquot grâce au kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific) selon les recommandations du fournisseur. La 

RT, effectuée dans le thermocycleur (Veriti, Applied Biosystems ; SimpliAmp, ThermoFisher) 

suit le programme suivant : i) Production des ADNc à 37°C pendant 2 h, ii) Ouverture des 

structures secondaires à 50°C pendant 10 min et iii) Arrêt de la synthèse à 70°C pendant 5 

min. 

II.2.3  PCR et migration sur gel d’agarose 

Les ADNc sont amplifiés par PCR. Les amorces ont été construites à l’aide du logiciel Primer3 

et commandées auprès de Eurogentec (tableau 9). Les couples d’amorce ciblent les régions 

intergéniques des gènes PA14_16140, 16150, 16160, 16180, 16190 et 16200. 

Tableau 9 | Les amorces utilisées pour la RT-PCR. 

Nom amorce Séquence 5’→ 3’ % GC Tm (°C) Taille (pb) 

PA14_16140-50_F 

PA14_16140-50_R 

TTCAACGAAGAGGTCCTGCT 

AGCTTGCTCCATACCGTCAT 

50 

50 

60 

60 

20 

20 

PA14_16150-60_F 

PA14_16150-60_R 

TACGGCAACTCGAAGAGCAA 

ACGCCGTTGAGTTTCAGCTT 

50 

50 

52,3 

52,3 

24 

24 

PA14_16160-80_F 

PA14_16160-80_R 

CCGGGCTGATCCTGAAAGTT 
GATCACCTCGATGATGCGGT 

55 

55 

62 

62 

20 

20 

PA14_16180-90_F 

PA14_16180-90_R 

CGAGGGCGACTTCTTCAACT 

GCGATGCAGTTGTTTTCGGT 

 
55 
50 

 

62 
60 

20 
20 

PA14_16190-200_F 

PA14_16190-200_R 

TGATCAAGGTGATGGACCGC 

GTCCAATCCGTCGAAGTCCA 

55 

55 

62 

62 

20 

20 

 

La préparation du mix PCR, le paramétrage du cycle PCR et la migration sur gel d’agarose 

sont réalisés comme décrit ci-dessus (cf Section II.1.2). 
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III. Les études phénotypiques 

III.1 Courbes de croissance  

Les courbes de croissance sont réalisées selon différentes conditions décrites ci-dessous.  

III.1.1  Croissance en LB seul 

À partir d’une préculture, une plaque 24 puits (SPL Life Science) contenant 2 mL de LB par 

puit est ensemencée avec 106 UFC/mL de bactéries ce qui correspond à une absorbance à 

600 nm de 0,01. La plaque est placée dans une cassette d’humidité pour éviter l’évaporation 

et ce montage est placé dans un lecteur de plaque SPARK® multimode (TECAN Group Ltd. 

Männedorf, Suisse) capable de maintenir une température constante de 37°C. Les mesures 

d’absorbance se font à la longueur d’onde de 600 nm (A600) toutes les 15 min pendant 48 h.  

Les résultats représentent la valeur moyenne de l’A600 ± SEM (standard error of the mean) 

d’au moins 3 réplicats biologiques indépendants. 

III.1.2  Croissance en condition de stress 

Dans la première méthode, la molécule de stress est ajoutée en début de croissance. Une 

plaque 24 puits (SPL Life Science) contenant 2 mL de LB par puit est ensemencée avec 106 

UFC/mL de bactéries. Le LB est à pH 9 ou supplémenté avec les différentes molécules selon 

le Tableau 10. La plaque 24 puits est placée dans la cassette d’humidité et la croissance est 

suivie par mesure d’absorbance (A600) toutes les 15 min pendant 48 h comme décrit 

précédemment (cf Section III.1.1).  

Dans la seconde méthode, la molécule de stress est ajoutée au milieu de la phase 

exponentielle de croissance. Une plaque 24 puits (SPL Life Science) contenant 2 mL de LB 

par puit est ensemencée avec 106 UFC/mL de bactéries puis placée dans la casette 

d’humidité.   

La croissance est suivie comme précédemment. Les différentes molécules sont ajoutées selon 

le Tableau 10 lorsque la valeur d’A600 de 0,25 est atteinte. La croissance est suivie par mesure 

d’absorbance (A600) toutes les 15 min pendant 24 h comme décrit précédemment (cf Section 

III.1.1). 

Pour ces deux méthodes, la plaque contient également des puits « contrôle négatif » (LB seul) 

et des puits « contrôle positif » (LB ensemencé, non supplémenté).  

Les résultats représentent la valeur moyenne de la A600 ± SEM d’au moins 3 réplicats 

biologiques indépendants.  
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Tableau 10 | Conditions de stress choisie pour l’étude. 

Stress Molécule Concentration Fournisseur 

Omsotique 
NaCl 0,2M ; 0,5M ; 0,75M Sigma-Aldrich 

Sucrose 0,2M ; 0,5M ; 1M Sigma-Aldrich 

Alcalin NaOH 10 mM ; 30 mM Sigma-Aldrich 

Éthanoïque Éthanol 1% ; 2% VWR 

III.2 H2O2 et sucrose killing  

À partir d’une pré-culture, un erlenmeyer de 250 mL contenant 50 mL de LB est ensemencé 

avec 106 UFC/mL de bactéries et est incubé à 37°C sous agitation (40 rpm). Lorsque la DO600 

atteint une valeur proche de 0,25, l’H2O2 ou le sucrose sont ajoutés respectivement à une 

concentration de 100 mM et de 7 M. La culture est de nouveau placée à 37°C pendant 1 heure.  

Des numérations sont régulièrement réalisées (T0h, T0,5h et T1h) par comptage sur gélose LB. 

Les géloses sont placées à 37°C pendant 24 h et les UFC/ml sont dénombrées. 

Un erlenmeyer contrôle est traité de façon identique, mais sans ajout d’H2O2 ou de sucrose.   

Les résultats représentent la valeur moyenne des UFC/mL ± SEM obtenue à partir d’au moins 

3 réplicats biologiques indépendants. Les comptages sont réalisés à partir de trois réplicats 

techniques. 

III.3 Mobilités sur milieu semi-solide 

Les mobilités swarming et swimming sont réalisées selon les protocoles suivants : (Ha et al., 

2014b, 2014a). Le milieu M9 (Sigma-Aldrich) est supplémenté avec 1 mM de MgSO4, 0,2% de 

glucose (Sigma-Aldrich), 0,5% de caséine (Sigma-Aldrich). Pour le swimming et le swarming 

ce sont respectivement 0,3% et 0,5% d’agar technique qui sont utilisés. Les géloses sont 

inoculées avec 2 µL d’une culture bactérienne âgée de 24 h (milieu LB), sans que le cône ne 

touche la gélose pour le swimming et en touchant délicatement la gélose avec le cône pour le 

swarming. Les géloses sont incubées à 37°C durant 16 h puis les diamètres de migration sont 

mesurés à partir du point d’inoculation.  

Les résultats représentent la valeur moyenne en cm ± SEM d’au moins 5 réplicats biologiques 

indépendants eux même issus de 5 réplicats techniques. Les données sont analysées par un 

test statistique de Student. 
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III.4 Mesure de la fluidité membranaire par anisotropie  

L’anisotropie permet d’évaluer la fluidité membranaire grâce à la mesure de la dépolarisation 

de fluorescence. Pour cela, des sondes fluorescentes sont insérées dans la membrane. À 

l’état excité, les changements de direction du faisceau induisent une dépolarisation partielle 

ou totale de la fluorescence. En d’autres termes, si la membrane est très fluide, la sonde sera 

très mobile et donc la fluorescence émise sera fortement dépolarisée. À l’inverse, si la 

membrane est rigide, la sonde DPH sera plutôt statique et la fluorescence émise sera 

fortement polarisée. Plus la fluorescence est dépolarisée plus la valeur d’anisotropie est petite 

et inversement.  

À partir d’une pré-culture, 106 UFC/mL de bactéries sont ensemencées dans un erlenmeyer 

de 250 mL contenant 50 mL de LB. La culture est incubée à 37°C sous agitation (140 rpm) 

pendant 24 h puis les bactéries sont récupérées après centrifugation à 7 500 x g pendant 5 

min (Sigma 3-16KL, Germany). Le culot bactérien est lavé trois fois avec une solution de 

MgSO4 à 10 mM. Deux mL d’une suspension bactérienne à une absorbance A600 de 0,1, (107 

UFC/mL) sont préparés dans du MgSO4 à 10 mM puis sont divisés en deux. Le premier mL 

de la suspension correspond au contrôle négatif (bactéries non exposées à la sonde DPH 

(1,6-diphényl-l,3,5-hexatriène)) et permet d’obtenir la fluorescence basale des échantillons. 

Dans le second mL de la suspension, 1,5 µL de sonde DPH à 4 mM préparée dans du TFA 

(trifluoroacetic acid), sont ajoutés. 

Deux cent µL de chacune des suspensions sont placés dans une plaque 96 puits à fond noir 

et incubés pendant 1 h à 37°C à l’abri de la lumière.  

La mesure de la fluorescence est effectuée avec le lecteur de plaque SPARK® multimode 

(TECAN Group Ltd. Männedorf, Suisse) selon la méthode « fluorescence polarisation ». 

L’excitation de la sonde est réalisée à 365 nm et son émission de fluorescence est à 425 nm. 

Le G-factor est réglé en mode « calibrated », un puit contenant le contrôle négatif sert de blanc 

de référence et un puit contenant les cellules marquées au DPH sert de fluorescence de 

référence.  

La valeur d’anisotropie (r) est fournie par le logiciel mais elle peut aussi se calculer de la façon 

suivante :  

r = 
𝐼⫽ − 𝐼⊥

𝐼⫽+2𝐼⊥
 

• I⫽ : représente l'intensité de fluorescence émise parallèlement au rayon incident 

• I⊥ : : représente l'intensité de fluorescence émise perpendiculairement au rayon incident 
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Les résultats représentent la valeur moyenne ± SEM obtenue à partir d’au moins 3 réplicats 

biologiques indépendants contenant chacun 4 réplicats techniques. Les données sont 

analysées par un test statistique de Mann Whitney. 

 

III.5 Mesure de l’adhésion bactérienne sur les cellules pneumocytaires 
A549 

Les cellules d’adénocarcinome pulmonaire humain de la lignée A549 ATCC sont cultivées en 

monocouche dans un milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Lonza, 

BioWhittaker®) ou dans un mélange nutritif F-12 de Ham pendant au moins 20 jours pour 

permettre la différenciation en un phénotype de type alvéolaire II (ATII). Le milieu de culture 

est complété avec 10% de sérum bovin fœtal inactivé par la chaleur, 100 unités/mL de 

pénicilline G et 100 µg/mL de streptomycine (Cooper et al., 2016). La culture des cellules se 

fait à 37°C sous une atmosphère humidifiée avec 5% de CO2.  

Les cellules sont ensuite trypsinisées et transférées dans une plaque 24 puits jusqu’à obtention 

d’une monocouche de 105 cellules/puit. Après 24 h de culture dans les conditions décrites 

précédemment, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS (phosphate buffer saline) puis 

du milieu frais dépourvu d’antibiotiques est ajouté. Les souches de P. aeruginosa, sont 

déposées au contact des cellules selon un rapport bactéries/cellules de 100:1, ce qui 

correspond à une multiplicité d’infection ou MOI (multiplicity of infection) de 100. L’infection est 

réalisée à 37°C sous atmosphère de 5% de CO2 pendant 2 h. 

Après infection, deux paramètres sont mesurés : l’adhésion bactérienne et la densité des 

cellule A549 (cf Section IV.1).  

Pour déterminer le nombre de bactéries adhérées aux cellules, ces dernières sont lavées deux 

fois au PBS puis lysées avec 0,5% de Triton X-100. La suspension obtenue est diluée en série 

puis 10 µL de chaque dilution sont déposés sur une gélose LB. Après 24 h d’incubation à 

37°C, les colonies sont dénombrées et le pourcentage d’adhésion est calculé en divisant le 

nombre d’UFC/mL final (soit après les deux heures d’infection) par le nombre initial d’UFC/mL.  

Les résultats représentent la valeur moyenne du pourcentage d’adhésion ± SEM d’au moins 

trois réplicats biologiques indépendants. Les données sont analysées par un test statistique 

de Mann Whitney. 
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IV. Les études microscopiques 

IV.1 Mesure de la densité cellulaire par comptage  

Les cellules A549 sont cultivées sur une lamelle ronde (0,8 cm de diamètre) placée dans une 

plaque 24 puits selon les conditions décrites ci-dessus (cf Section III.5). Après infection (cf 

Section III.5), la lamelle est lavée trois fois au PBS (préalablement chauffé à 37°C) pour 

éliminer les bactéries et les cellules A549 non adhérées et/ou détachées du support.  

Avant l’observation au microscope, la lamelle est colorée avec le DAPI et la phalloïdine 

rhodamine (ActinRed™ 555 ReadyProbes™ (ThermoFisher Scientific)) pendant 20 min en 

suivant les recommandations du fournisseur. Le DAPI, en se fixant à l’ADN, colore en bleu les 

bactéries et le noyau des cellules A549 tandis que la phalloïdine rhodamine colore en rose le 

cytosquelette d’actine.  

Les acquisitions sont effectuées sur la plateforme PRIMACEN grâce au microscope confocal 

Leica TCS SP8 CFS (Leica Microsystems, Nanterre, France) équipé de diode laser (Coherent, 

Les Ulis, France). Pour observer les bactéries adhérées aux cellules A549, un objectif à 

immersion à l'huile de ×63 est utilisé, tandis qu'un objectif de ×20 est utilisé pour la 

quantification de la densité cellulaire. Le DAPI est excité à 405 nm et la phalloïdine rhodamine 

à 552 nm. Les émissions de fluorescence sont captées entre 540 et 500 nm pour le DAPI et 

entre 570 et 620 nm pour la phalloïdine rhodamine. Le traitement des images est réalisé à 

l'aide du logiciel Imaris (Bitplane, Suisse). La densité cellulaire est quantifiée automatiquement 

à l'aide de la fonction de détection des spots fluorescents (Figure 92). Les lamelles des cellules 

A549 non infectées sont utilisées comme contrôle négatif (densité considérée à 100%). Le 

pourcentage de densité cellulaire des cellules A549 infectées est calculé de la façon suivante : 

 

% Densité cellulaire = 
𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑝𝑜𝑡

𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑝𝑜𝑡𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟ô𝑙𝑒 𝑛é𝑔𝑎𝑡𝑖𝑓
 × 100 

 

Les résultats représentent la valeur moyenne ± SEM d’au moins 3 réplicats biologiques 

indépendants contenant chacun au moins 10 acquisitions. Les données sont analysées par 

un test statistique de Mann Whitney. 

 



Matériels et Méthodes 

228 
 

 

Figure 92 | Quantification de la densité cellulaire avec la fonction "spot" du logiciel IMARIS. 
La densité cellulaire est quantifiée uniquement sur le canal fluorescent DAPI. La fonction "spot" détecte 
automatiquement les tâches de noyaux cellulaire représentées par des sphères grises. Le nombre de 
tâches détectées peut être exporté à l'aide de la fonction statistique. 

 

IV.2 Observation des biofilms à l’interface solide-liquide par 
microscopie confocale et quantification de la biomasse  

Les biofilms sont formés sur une lame Lab-Tek™ Permanox étanche (System Nunc™, 

ThermoFisher Scientific) et sont observés à des temps spécifiques choisis selon l’étude.  

Pour permettre l’adhésion des bactéries sur la lame, une suspension bactérienne de 106 

UFC/mL est préparée dans 1 mL de PBS puis déposée sur la lame. Après 2 h d’incubation à 

37°C en statique le PBS est retiré en retournant délicatement la lame. Dans le cas où 

l’observation microscopique est effectuée juste après les 2 h d’adhésion, aucun milieu de 

culture n’est ajouté et la lame est traitée comme décrit ci-dessous. Sinon, 1 mL de milieu de 

culture LB est ajouté avec précaution et la lame est une nouvelle fois incubée à 37°C dans le 

noir sans agitation.  

À des temps de culture définis, le milieu de culture est retiré et les biofilms sont lavés trois fois 

avec du PBS, à chaque étape les solutions sont retirées par retournement. La lame est ensuite 

marquée au Syto9 (ThermoFisher Scientific) pendant 20 min dans le noir (pour 2 mL final de 

solution de marquage 3 µL de Syto9 sont ajoutés). Le syto9 est retiré et la lame est lavée deux 

fois au PBS. Une goutte de milieu de montage Mowiol 4-88 (Sigma-Aldrich) est ajoutée avant 

de déposer la lamelle. La lame est stockée dans le noir pendant au minimum 2 h, puis 

observée au microscope confocal le jour même et au plus tard le lendemain.  

 

Les acquisitions sont effectuées grâce au microscope confocal Leica TCS SP8 CFS (Leica 

Microsystems, Nanterre, France) équipé de diode laser (Coherent, Les Ulis, France). Le Syto9 
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est excité à une longueur d’onde de 488 nm et l’émission de fluorescence est captée selon 

une bande passante allant de 500 à 540 nm par un détecteur hybride (Leica Microsystems, 

Nanterre, France) selon le mode de comptage photonique. Les reconstitutions 3D et la 

quantification du biovolume sont réalisées avec le logiciel Imaris (Bitplane, Switzerland).  

Les résultats représentent la valeur moyenne du biovolume ± SEM obtenue à partir d’au moins 

trois réplicats biologiques contenant chacun au moins 6 acquisitions. Les données sont 

analysées par un test statistique de Mann Whitney. 

V. L’étude des rhamnolipides 

V.1 Préparation des échantillons 

À partir d’une pré-culture, un Erlenmeyer de 500 mL contenant 100 mL de LB est ensemencé 

avec un inoculum de départ de 107 UFC/mL. La culture est placée à 37°C sous agitation (140 

rpm). Toutes les 2 h pendant 12 h puis à 24 h et à 48 h, les bactéries sont énumérées par 

comptages sur géloses LB afin de rapporter la quantification des rhamnolipides à une 

concentration bactérienne.   

À ces mêmes temps de culture, 1 mL de culture est collecté et centrifugé à 9 000 x g pendant 

15 min (Sigma 3-16KL, Germany). Le surnageant est récupéré puis filtré deux fois sur une 

membrane PVDF de diamètre 0.22 µm de taille de pores (Millex-GP, Merck Millipore Ltd, 

Ireland). Le surnagent filtré est stocké à -20°C jusqu’à l’analyse par spectrométrie de masse.  

La collecte du surnageant et le dénombrement des colonies sont réalisés à partir trois cultures 

indépendantes. Pour un réplicat biologique, trois réplicats techniques sont réalisés. 

V.2 Analyse par spectromètre de masse 6545XT AdvanceBio Q-TOF 

Afin de rentrer dans la gamme linéaire du spectromètre de masse, les surnagent prélevés aux 

temps de culture donnés ci-dessus, sont dilués respectivement par deux et par dix. Ces 

dilutions sont effectuées dans des vials en verre avec une solution contenant 30% (v/v) 

d’acétonitrile (ACN), 70% (v/v) d’eau et 4 mM d’acétate d’ammonium.  

Les conditions analytiques décrites ci-dessous sont adaptées de méthodes publiées dans la 

littérature (Bazire et al., 2005; Déziel et al., 2000) et optimisées par le Dr. Laurent Coquet du 

laboratoire du PBS.  

Un microlitre d’extrait dilué est injecté et les molécules sont séparées par le système 

chromatographique UHPLC (ultra-high performance liquid-chromatographic) 1290 Infinity II 

(Agilent Technologies). La phase mobile A contient de l’eau et 4 mM d’acétate d’ammonium 

et la phase mobile B contient un mélange ACN/eau selon un rapport 90/10 (v/v) et 4 mM 

d’acétate d’ammonium. La séparation est réalisée en phase inverse avec une colonne Zorbax 

SB-C18 Rapid Resolution (4,6 mm ID x 5 mm, 3,5 µm, 80 Å, Agilent, USA). Le gradient de 
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séparation est réalisé à un débit de 750 µL/min selon les conditions suivantes : 40% de B de 

0 à 3 min, 40% à 90% de B de 3 à 16 min, 90% de B de 16 à 18 min, 90% à 40% de B en 12 

sec et 40% de B pendant 1 min et 48 sec.  

Le système UHPLC est couplé à un spectromètre de masse 6545XT Advance-Bio Q-TOF 

(Agilent Technologies, USA). Au niveau de la source ESI chauffée à 200°C, les molécules sont 

ionisées en mode négatif. La tension du capillaire et du fragmenteur sont respectivement de 

3.5 kV et 175 V. L’analyse est réalisée en mode MS/MS. Les ions sont analysés dans le TOF 

(R= 40 000) sur une gamme de masse allant de 50 à 1500 m/z. La fragmentation MS2 des 

ions précurseurs est réalisée en mode CID (collision-induced dissociation) avec une énergie 

de collision allant de 5 à 25 V. Les ions fils sont analysés dans le TOF (R = 40 000).  

 

L’analyse MS permet de quantifier le rhamnolipide tandis que l’analyse MS2 permet de 

confirmer l’identité du rhamnolipide quantifié au regard des spectres de fragmentation. 

Préalablement à l’étude des échantillons, un mélange commercial de rhamnolipides de P. 

aeruginosa (R95MD ; Sigma-Aldrich) a été analysé par spectrométrie de masse afin de valider 

la méthode. L’analyse MS de ce mélange nous a permis d’associer à chaque rhamnolipide un 

m/z et un temps de rétention théorique afin d’établir une liste d’inclusion. L’analyse MS2 se 

fait en mode ciblée, c’est-à-dire que le spectromètre de masse va sélectionner pour la 

fragmentation uniquement le(s) ions répondant aux critères de masse m/z et de temps de 

rétention indiqués dans la liste d’inclusion. Les ions fils permettent d’établir une signature 

spécifique de chaque rhamnolipide, en d’autres termes sa « carte d’identité ».  

V.3 Traitement des données avec le logiciel Mass Hunter Qualitative 
Analysis pour l’identification et la quantification  

Le logiciel MassHunter Qualitative Analysis (version B.07.00 ; Agilent) permet de visualiser les 

données MS et MS2 et de les traiter.  

La Figure 93 résume la méthode employée pour quantifier et identifier les rhamnolipides en 

prenant comme exemple le Rha-Rha-C10-C10.  

Les rhamnolipides sont détectés par extraction des pics EIC (extracted ion chromatogram) de 

leurs [M-H-] m/z respectifs à partir des spectres MS. Les m/z de chaque rhamnolipide sont 

indiqués dans le Tableau 11. L’aire sous la courbe du pic EIC est reportée sur une courbe 

étalon afin d’obtenir son équivalence en quantité. Cette courbe étalon a été établie à partir du 

mélange commercial de rhamnolipides. Différentes quantités (2,5, 5,10,15, 20, 25, 30, 40, 50, 

75, 100 et 150 ng) ont été injectées et l’aire sous le pic EIC est relevée pour chaque 

rhamnolipide. La proportion de chaque rhamnolipide a été déterminée en calculant le rapport 
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entre l’aire individuelle et la somme de toutes les aires relevées. Ces valeurs ont ensuite été 

rapportées en ng sur la base de la quantité totale du mélange commercial.  

Durant l’analyse par spectrométrie de masse, le mélange commercial est injecté avant, 

pendant et en fin d’analyse afin de vérifier que les conditions d’analyse restaient optimales.   

 

D’après le Tableau 11, quelques rhamnolipides, par exemple le Rha-C10-C10 et le Rha-C8-C12, 

ont un m/z identique. Ces isomères ayant une même masse ont un temps de rétention 

identique et ne sont donc pas séparés. Dans ce cas, l’aire sous le pic EIC prend en compte la 

présence de l’ensemble de ces isomères. La présence de chacun des isomères est vérifiée 

grâce à l’analyse des ions fragments provenant des spectres MS2. 
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Figure 93 | Méthode analytique employée pour l'étude des rhamnolipides. 

 

1) Extraction du pic EIC 

2) Vérification de la présence du 

m/z sous le pic 

4) Détermination de la quantité 

grâce à la gamme étalon  

y = 2,0641.10-6x 

R² = 0,996 

3) Confirmation de l’identité du rhamnolipide par les ions fils obtenus en MS2 
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Tableau 11 | Liste des rhamnolipides et de leurs (m/z) recherchés dans l’étude. 

Rhamnolipides [M-H-] (m/z) Abréviation 

Mono-rhamnolipides 

Rha-C10 333,20 R1 

Rha-C12 361,23 R2 

Mono-rhamno-di-lipides 

Rha-C8-C10 / Rha-C10-C8 475,29 R3 

Rha-C10-C10:1 / Rha-C10:1-C10 

Rha-C8-C12:1 / Rha-C12:1-C8 
501,31 R4 

Rha-C10-C10 

Rha-C8-C12 / Rha-C12-C8 
503,32 R5 

Rha-C10-C11 / Rha-C11-C10 

Et/ou Rha-C10-C10-CH3 
517,33 R6 

Rha-C10-C12:1 / Rha-C12:1-C10 529,33 R7 

Rha-C10-C12 / Rha-C12-C10 531,35 R8 

Rha-C12-C12:1 / Rha-C12:1-C12 
Rha-C10-C14:1 / Rha-C14:1-C10 

557,37 R9 

Rha-C12-C12 
Rha-C10-C14 
Rha-C14-C10 

559,38 R10 

Di-rhamno-di-lipides 

Rha-Rha-C12-C12 507,27 R11 

Rha-Rha-C10-C8 / Rha-Rha-C8-C10 621,34 R12 

Rha-Rha-C10-C10:1 / Rha-Rha-C10:1-C10 
Rha-Rha-C8-C12:1 / Rha-Rha-C12:1-C8 

647,36 R13 

Rha-Rha-C10-C10 

Rha-Rha-C8-C12 / Rha-Rha-C12-C8 
649,38 R14 

Rha-Rha-C10-C11 / Rha-Rha-C11-C10 
Et/ou Rha-Rha-C10-C10-CH3 

663,40 R15 

Rha-Rha-C10-C12:1 / Rha-Rha-C12:1-C10 675,39 R16 

Rha-Rha-C10-C12 / Rha-Rha-C12-C10 677,41 R17 

Rha-Rha-C12-C12:1 / Rha-Rha-C12:1-C12 
Rha-Rha-C10-C14:1 / Rha-Rha-C14:1-C10 

703,42 R18 

Rha-Rha-C12-C12 
Rha-Rha-C10-C14 / Rha-Rha-C14-C10 

705,44 R19 
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VI. Les études protéomiques 

VI.1 Extraction des protéines intracellulaires  

VI.1.1 À partir d’une culture planctonique 

La culture est centrifugée à 7200 x g pendant 15 min (Sigma 3-16KL, Germany) et le culot 

bactérien est lavé trois fois avec du PBS (10 mL de PBS par lavage et centrifugation à 9 000 

x g pendant 15 min). Le culot obtenu après le dernier lavage est pesé puis remis en suspension 

dans le tampon maison appelé R2D2 et supplémenté avec un cocktail d’inhibiteurs de 

protéases (1 pastille/10 mL, ThermoFisher Scientifc) selon un rapport 1/1 (1 g de culot pour 1 

mL de tampon). Le tampon dénaturant appelé R2D2 est composé de 7 M d’urée, 2 M de 

thiourée, 2 mM de TBP (tri-N-butylphosphine), 20 mM de DTT (dithiothreitol), 0,5%(w/v) de 

C7BzO (3-(4-heptyl) phenyl-3- hydroxypropyl) dimethylammoniopropanesulfonate), 2% (w/v) 

de CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio] -1-propanesulfonate hydrate. La 

suspension subit trois cycles de congélation à 20°C et décongélation à 37°C puis lysée par 

sonication pendant 10 min selon le cycle suivant : 3 sec pulse ON/ 3 sec pulse OFF à une 

amplitude de 24%. Le lysat est centrifugé à 12 000 x g pendant 30 min à 4°C (Sigma 3-16KL, 

Germany) pour séparer l’extrait protéique des débris cellulaires.  

Les extraits protéiques sont conservés dans la glace et sont dosés le jour même de leur 

extraction.  

VI.1.2 À partir d’une culture biofilm 

Les biofilms sont formés selon le protocole décrit dans la section IV.2. Après 48 h d’incubation 

de la lame à 37°C dans le noir sans agitation, le milieu de culture est retiré et la lame est lavée 

deux fois avec du PBS puis séchée quelques secondes par le flux d’air du poste de sécurité 

microbiologique. Les biofilms sont décrochés de la lame grâce à une sonication de 5 min dans 

le tampon R2D2. La suspension subit trois cycles de congélation à 20°C et décongélation à 

37°C puis lysée par sonication pendant 10 min selon le cycle suivant : 3 sec pulse ON/ 3 sec 

pulse OFF à une amplitude de 24%. Le lysat est centrifugé à 12 000 x g pendant 30 min à 4°C 

(Sigma 3-16KL, Germany) pour séparer l’extrait protéique des débris cellulaires.  

Les extraits protéiques sont conservés dans la glace et sont dosés le jour même de leur 

extraction.  
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VI.1.3 Extraction des DRM et des DSM 

La culture est centrifugée à 7200 x g pendant 30 min (Sigma 3-16KL, Germany) et le culot 

bactérien est lavée trois fois avec du PBS (10 mL de PBS par lavage et centrifugation à 9 000 

x g pendant 15 min). Le culot obtenu après le dernier lavage est pesé puis remis en suspension 

dans du PBS supplémenté avec un cocktail d’inhibiteurs de protéases (1 pastille/10 mL, 

ThermoFisher Scientifc) selon un rapport 1/1. La suspension subit trois cycles de congélation 

à 20°C et décongélation à 37°C puis lysée par sonication pendant 10 min selon le cycle 

suivant : 3 sec pulse ON/ 3 sec pulse OFF à une amplitude de 24%. Le lysat est centrifugé à 

12 000 x g pendant 30 min à 4°C (Sigma 3-16KL, Germany) pour séparer l’extrait protéique 

des débris cellulaires. Le surnagent est ultracentrifugé à 40 000 rpm pendant 1 h à 4°C. Le 

culot contenant la fraction membranaire est traité grâce au kit CelLytic MEM protein extraction 

(Sigma-Aldrich). Six cent µL de tampon « lysis and separation » froid sont ajoutés au contact 

du culot et la suspension est placée sur un agitateur orbital à 4°C sur la nuit. Le lendemain, la 

suspension est placée à 37°C (bain sec) pendant 30 min puis centrigée 3 min à 3000 x g. À la 

sortie de la centrifugation, deux phases sont visibles : celle du dessus corespond à la fraction 

DSM et celle du dessous correspond à la fraction DRM. La fraction DSM est transférée dans 

un tube propre et la fraction DRM subit trois cycles chacun composé de 3 étapes : i) ajout de 

400 µl de tampon « wash », ii) incubation 30 min dans la glace, iii) incubation 30 min à 37°C, 

iv) centrifugation à 3000 x g pendant 3 min puis retirer la phase du dessus, retour à l’étape i). 

La fraction DRM une fois lavée ne doit plus retourner dans la glace. Les fractions DRM et DSM 

sont dosées le jour même de leur extraction.  

L’extraction des DRM et des DSM a été réalisée à partir de 5 réplicats biologiques. 

VI.2 Détermination de la concentration protéique par dosage de 
Bradford 

La concentration protéique est déterminée par le dosage de Bradford. Son principe repose sur 

la détection du changement d’absorbance opéré par le bleu de Coomassie contenu dans le 

réactif de Bradford. En effet, lorsque le bleu de Coomassie est libre sous sa forme cationique 

il est de couleur rouge foncé et son absorbance se situe aux alentours de 465 nm. Au contact 

des protéines, le bleu de Coomassie, se complexe aux acides aminés basiques comme 

l’arginine, l’histidine et la lysine et aux groupements hydrophobes des acides aminés. Cette 

complexation entraîne un changement de couleur qui vire au bleu, absorbant cette fois-ci à 

595 nm. Le changement d’absorbance est proportionnel à la quantité de colorant lié aux 

protéines. Grâce à une gamme étalon de concentration connue, il est possible de relier 

l’absorbance mesurée à une concentration (loi de Beer-Lambert).   

https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_amin%C3%A9
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La gamme étalon est préparée à partir d’albumine de sérum bovin ou BSA (bovin serum 

albumine) (Sigma-Aldrich) selon la Figure 94. 

 

Figure 94 | Préparation de la gamme étalon pour réaliser le dosage de Bradford. 

 

Pour que l’absorbance des échantillons protéiques se situe dans la gamme linéaire de la 

gamme étalon, ils sont dilués par deux, par dix et par vingt. Dix microlitres de chaque dilution 

et de la gamme étalon sont mélangés à 490 µL de réactif de Bradford (BioRad). Enfin, 200 µL 

de volume réactionnel sont déposés dans une plaque 96 puits et l’absorbance est mesurée à 

595 nm grâce au lecteur de plaque VICTOR3 (Perkin Elmer).   

N.B : la gamme étalon, les dilutions des échantillons protéiques et le blanc sont réalisés dans 

le tampon d’extraction des protéines.  

Suite au dosage et si besoin, les échantillons protéiques sont préparés en vue d’une migration 

électrophorétique. Les échantillons protéiques sont finalement stockés à -20°C.  

VI.3 Électrophorèse SDS-PAGE 

VI.3.1  Préparation de l’échantillon et paramètres de migration 

En fonction de la quantité de protéines désirée (au minimum 2,5 µg et jusqu’à 5 µg), un certain 

volume d’échantillon est prélevé et mélangé au tampon de charge Laemmli (62 mM Tris-HCl 

pH 6,8, 20 % (v/v) glycérol, 0,04 % (w/v) bromophénol bleu, 0,1 M DTT, 4 % (w/v) SDS) pour 

atteindre un volume final de 20 µL. 

Le mélange est chauffé à 95 °C pendant 5 min puis déposé sur un gel SDS-PAGE dont la 

composition est indiquée dans le Tableau 12. La première partie du gel, appelée gel de 

concentration, possède un faible pourcentage d’acrylamide car il n’a pas d’action séparatrice 

et doit permettre à toutes les protéines de pénétrer dans le gel. La seconde partie, appelée 

gel de séparation discrimine les protéines selon leurs masses moléculaires. Le pourcentage 
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d’acrylamide du gel de séparation peut varier selon la gamme de masse qu’on souhaite 

étudier.  Plus le pourcentage d’acrylamide est élevé, plus on sépare les protéines de faibles 

poids moléculaire et inversement.  

Les protéines migrent dans une cuve de migration électrophorétique (BioRad) à l’aide d’un 

tampon de migration (3g/L de Tris-Base, 14 g/L de glycine 1 g/L de SDS). L’échantillon 

parcourt le gel de concentration pendant environ 20 min sous 10 mA puis une fois les protéines 

entrées dans le gel de séparation l’intensité est augmentée à 20 mA, jusqu’à la sortie du front 

de migration.  

Tableau 12 | Composition d'un gel SDS-PAGE. 

Réactifs 

 

Volume pour 1 gel 

Gel de concentration 

4,5 % 

Gel de séparation  

12,5 % 10 % 

Eau ultrapure 1,2 mL 2 mL 2,5 mL 

Tris-HCl 1 M pH 8,8 / 1,5 mL 

Tris-HCl 1 M pH 6,8 500 µL / 

Acrylamide/Bis-

acrylamide 30% 

300 µL 2,5 mL 2 mL 

SDS 20 % 6,25 µL 15 µL 

APS* 20% 6,25 µL 15 µL 

TEMED** 2 µL 5 µL 

*APS : ammonium persulfate  
**TEMED : tétraméthyléthylènediamine  
 
À la fin de la migration le gel est coloré au nitrate d’argent 0,1%. 

 

VI.3.2  Coloration des protéines au nitrate d’argent 0,1 % 

La coloration au nitrate d’argent s’effectue en plusieurs étapes. La première consiste à fixer 

les protéines en plongeant le gel pendant au moins 45 minutes dans un bain de fixation (30% 

(v/v) EtOH, 10% (v/v) acide acétique et 60% (v/v) eau ultrapure). Le gel est ensuite rinçé par 

deux bains d’EtOH 10% (v/v) de 10 min puis trois bains de 10 min à l’eau ultrapure. Le gel est 

ensuite sensibilisé avec une solution de thiosulfate de sodium 0,02 % (v/v) pendant 1 min puis 

coloré avec une solution de nitrate d’argent 0,1 % (m/v) pendant 30 min à l’obscurité. Enfin, la 

révélation des bandes protéiques se fait par deux bains de 10 min dans une solution de 

développement (2,4 g de carbonate de sodium, 8 µL de thiosulfate de sodium à 0,2% et 20 µL 

de formaldéhyde dans un volume final de 2 L). La révélation est arrêtée grâce à une solution 

d’arrêt à 1 % d’acide acétique (v/v).  
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Le gel est numérisé grâce au système Image Scanner III (GE Healthcare) et l’image est traitée 

par le logiciel LabScan version 6.0 (GE Healthcare).  

VI.3.3 Digestion des protéines par la méthode « gel-based »  

IV.1  Préparation de l’échantillon et paramètres de migration 

L’échantillon protéique doit être préparé en fonction de l’analyse par spectrométrie de masse 

souhaitée. Pour cette analyse quantitative, les protéines sont digérées selon la méthode « gel 

based ». L’étape de migration sur gel permettra de concentrer les protéines avant la digestion 

trypsique. 

Idéalement, une quantité de 25 µg de protéine est mélangée au tampon Laemmli puis déposée 

sur un grand gel à 7% d’acrylamide dont la composition est indiquée dans le Tableau 13. 

Les protéines migrent dans le gel à l’aide du tampon de migration et sous l’action d’un champ 

électrique réglé à 10 mA pendant 45 min puis 20 mA pendant 1 h et 45 min.  

Tableau 13 | Composition d’un gel label-free. 

Réactifs Volume pour 1 gel à 7% 

Eau ultrapure 25 mL 

Tris-HCl 1 M pH 6,8 5 mL 

Acrylamide/Bis-

acrylamide 30% 
9,3 mL 

SDS 20 % 200 µL 

APS 20% 200 µL 

TEMED 40 µL 

 

Le gel est prêt pour la coloration.  

VI.3.4  Coloration des protéines au bleu de Coomassie G250 

Le gel est coloré par une solution de bleu de Coomassie G250 pendant 30 à 60 sec puis 

décoloré par une solution de décoloration (50% (v/v) EtOH, 10% (v/v) acide acétique, 40 % 

(v/v) eau ultrapure). Au fur et à mesure de la décoloration, les bandes protéiques apparaissent. 

Elles doivent être bien visibles pour pouvoir être correctement découpées.  

Les bandes protéiques sont découpées et placées dans un Eppendorf annoté.  

VI.3.5   Digestion trypsique et dosage peptidique  
 

Les bandes protéiques sont d’abord lavées à l’eau ultrapure pendant 5 min.  
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Les bains successifs décrits ci-dessous durent chacun 10 min et se font avec un volume 

réactionnel de 100 µL.  

La première étape consiste à réduire les ponts disulfures entre les cystéines grâce à un bain 

de DTT à 5 mM. Afin d’éviter la reformation de ces ponts, les cystéines sont alkylées par un 

bain d’iodoacétamide à 20 mM. Les bandes protéiques sont ensuite déshydratées par un 

mélange 50/50 d’ACN et de carbonate d’ammonium 10 mM (pH 8) puis par trois bains d’ACN 

100%. Une solution de trypsine (Promega), préparée avec du carbonate d’ammonium 10 mM 

(pH 8) est ajoutée selon le ratio 1/25 ; soit 1 µg de trypsine pour 25 µg de protéines. La 

digestion s’effectue sur la nuit à une température de 37°C sous agitation. Les peptides sont 

récupérés dans un tube Eppendorf. Afin de collecter les peptides, la bande est lavée à l’eau 

ultrapure, puis par un mélange 50/50 d’eau ultrapure et de TFA 0,1% (v/v). Enfin les bandes 

sont déshydratées par trois bains d’ACN 100%.   

Les peptides sont séchés par évaporation grâce au Speedvac (ThermoFisher Scientific) et 

stockés à sec à -20°C.   

N.B : ce protocole de digestion est aussi applicable à un gel SDS-PAGE. 

Afin de contrôler la quantité de protéine déposée sur le gel et la qualité de la digestion, les 

peptides sont dosés grâce au kit Pierce Quantitative Colorimetric Peptide Assay 

(ThermoScientific) en suivant le protocole du fournisseur. Avant d’effectuer le dosage, les 

peptides sont resuspendus dans une solution d’AF (acide formique) 0,1% (v/v) afin d’obtenir 

une concentration finale de 1 µg/µL.  

VI.4 Analyse par le spectromètre de masse LTQ-Orbitrap Elite 

La solution peptidique (de 1 µg/µL) est diluée au cinquième afin d’injecter 0,2 µg de peptides 

soit 1 µL. Les peptides sont d’abord séparés par nano-chromatographique en phase liquide 

grâce au système Ultimate 3000 RSLCnano System (ThermoScientific) en utilisant comme 

colonne d’enrichissement une C18 PepMap100 (75 µm ID x 2 cm, 3 µm, 100 Å, Acclaim) et 

une colonne analytique NTCC (360 µm ID x 15,3 cm, 5 µm, 100 Å, NikkyoTechnos, Tokyo, 

Japan). Les phases mobiles A et B sont composées respectivement de H2O 100%/AF 0,1% 

(v/v) et d’ACN 100%/AF 0,1% (v/v). Le gradient d’élution est réalisé à un débit de 300 nL/min 

selon les conditions suivantes : de 2% à 40% de B de 0 à 106 min, de 40% à 100% de B de 

106 à 110 min et 100% de B de 110 à 120 min. Les colonnes sont maintenues à température 

ambiante. 

Le système chromatographique est couplé au spectromètre de masse LTQ-Orbitrap Elite 

(ThermoScientific). Dans la source nanospray (ThermoScientific), où les peptides sont ionisés 

en mode positif, la température du capillaire est de 275°C et la tension de 1,8 kV. Les ions 

peptidiques intacts sont analysés dans l’Orbitrap (R = 60 000) selon la gamme de masse allant 
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de 400 à 1800 m/z. Suite à cette MS, les 20 ions précurseurs les plus intenses sont 

sélectionnés pour une analyse MS2. L’ion précurseur est fragmenté selon le mode CID avec 

une énergie de collision normalisée de 35. L’hélium est utilisé pour la fragmentation. Les ions 

fils sont alors analysés dans la trappe ionique.  

À la suite de l’analyse, les données sont enregistrées dans un fichier “. raw”. Ces fichiers sont 

utilisés pour identifier et quantifier les protéines grâce aux logiciels Proteome Discoverer 

(ThermoScientific, version 1.4) et Progenesis (Nonlinear Dynamics, version 4.0.4441.29989, 

Newcastle, UK).  

VI.5 Analyse par le spectromètre de masse Q-Exactive Plus 

La solution peptidique (de 1 µg/µL) est diluée au cinquième afin d’injecter 0,2 µg de peptides 

soit 1 µL. Les peptides sont d’abord séparés par nano-chromatographique en phase liquide 

grâce au système Easy-nLC 1200 (Thermo Scientific) avec comme colonne d’enrichissement 

une C18 PepMap100 (300 µm ID x 5 mm, 5 µm, 100 Å, Thermo Scientific) et une colonne de 

phase inverse C18 (NTCC-360 ; 100 µm ID x 153 mm, 5 µm, NikkyoTechnos, Tokyo, Japan). 

La phase mobile (phase A) est composée d’eau et 0.1% d’acide formique et la phase B est 

composée de 80% d’ACN, 20% d’eau et 0.1% d’acide formique. Le gradient de séparation est 

réalisé à un débit de 300 nL/min selon les conditions suivantes : 2 à 55% de B de 0 à 106 min, 

55 à 100% de B de 106 à 110 min et 100% de B de 110 à 125 min.  

Le système chromatographique est couplé au spectromètre de masse Q-Exactive Plus 

(ThermoScientific). Dans la source nanoESI, où les peptides sont ionisés en mode positif, la 

température du capillaire est de 275°C et la tension de 1,8 kV. L’analyse est réalisée selon 

une étude MS². Les ions peptidiques intacts sont analysés dans l’Orbitrap (R = 70 000) selon 

la gamme de masses allant de 400 à 1800 m/z. Suite à cette MS, les 10 ions précurseurs les 

plus intenses sont sélectionnés pour une analyse MS². L’ion précurseur est fragmenté dans la 

cellule de collision selon le mode HCD avec une énergie de collision normalisée de 28. 

L’exclusion dynamique est réglée à 20 sec. Les ions fils sont analysés dans l’Orbitrap 

(R=17 500). Les ions possédant une seule charge (z=1) ne sont pas sélectionnés pour une 

analyse MS2. 

À la suite de l’analyse, les données sont enregistrées dans un fichier “. raw”. Ces fichiers sont 

utilisés pour identifier et quantifier les protéines grâce aux logiciels Proteome Discoverer 

(ThermoScientific, version 1.4) et Progenesis (Nonlinear Dynamics, version 4.0.4441.29989, 

Newcastle, UK).  
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VI.6 Traitement des données spectrales pour identification et/ou 
quantification 

VI.6.1  Identification des protéines par Proteome Discoverer 

Les fichiers «. raw » sont importés dans le logiciel Proteome Discoverer 1.4 (version 1.4.1.14, 

ThermoScientific). Pour l’identification, les rapports m/z expérimentaux sont comparés aux 

rapports m/z théoriques présents dans la base de données NCBI (National center for 

biotechnology information) (Pseudomonas aeruginosa,Taxonomy ID: 287) par le logiciel 

Mascot (Matrix Science). La recherche est effectuée selon les paramètres suivants : 2 sites 

de clivage trypsique manqués autorisés et présence de modifications variables : 

carbamidométhylation sur les cystéines et oxydation des méthionines. Les tolérances de 

masse pour les ions précurseurs et fragmentés sont définies à 5 ppm et 0,02 Da, 

respectivement lorsque l’analyse est effectuée par le Q-Exactive Plus. Si l’analyse est effectué 

par le LTQ-Orbitrap Elite, la tolérance de masse pour les ions fragmentés est définie à 0,35 

Da. Le taux de faux positif (FRD pour false discovery rate) autorisé est de 1%. Les protéines 

identifiées avec un seul peptide sont exclues du fichier d’identification.  

Les fichiers sont exportés sous format Excel pour être traités ultérieurement.  

VI.6.2  Quantification relative des protéines par Progenesis LC-

MS/MS 

Les fichiers «.raw » sont importés dans le logiciel Progenesis LC-MS/MS (Nonlinear 

Dynamics, version 4.1, Newcastle, UK). Pour chaque échantillon, une carte d’ions peptidiques 

bidimensionnelle (rapport m/z en fonction du temps de rétention) est générée. Les différentes 

cartes sont ensuite alignées par rapport à une carte de référence issue des échantillons 

expérimentaux analysés. Après alignement et normalisation, l’analyse statistique est réalisée 

par analyse des variances selon l’ANOVA une voie.  

Les peptides présentant une p-value (p) inférieure à 0,05 sont retenus pour la quantification. 

Les spectres MS2 des peptides retenus sont exportés sur Mascot (Matrix Science, version 

2.2.04) pour l’identification contre la base de données de NCBI (Pseudomonas aeruginosa, 

Taxonomy ID : 287). La recherche est effectuée selon les paramètres suivants : 2 sites de 

clivage trypsique manqué autorisé et présence de modifications variables : 

carbamidométhylation sur les cystéines et oxydation des méthionines. Les tolérances de 

masse pour les ions précurseurs et les ions fragments sont réglées à 5 ppm et 0,02 Da, 

respectivement. Le FDR est calculé par Mascot selon une approche « decoy-fusion ». Les 

peptides identifiés avec un score (-10logP) de 20 et plus sont conservés. Les résultats de 

Mascot sont importés dans Progenesis. Pour chaque condition, l’abondance totale d’une 

protéine est calculée en additionnant les abondances des peptides correspondants. Les 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=287
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=287


Matériels et Méthodes 

242 
 

protéines identifiées avec moins de 2 peptides sont exclues de l’analyse. Seules les protéines 

qui possèdent une différence d’abondance moyenne normalisée (fold change) au minimum de 

1,5 entre les deux conditions comparées sont retenues.  

Les fichiers sont exportés sous format Excel pour être traités ultérieurement à l’aide d’outils 

bio-informatiques.  

VII. Purification par la méthode IMAC en vue d’une étude structurale 

Les étapes de culture, d’induction et d’extraction ont été optimisées au préalable. Les détails 

de cette optimisation sont disponibles dans la partie Projet de recherche – Partie 3 – Chapitre 

1 – Section II.1. 

La purification est réalisée à l’aide d’une résine composée de billes d’agarose greffées avec 

du Ni-NTA (nickel-nitrilotriacetic acid) (Quiagen). Le principe de la chromatographie IMAC est 

résumé sur la Figure 95. Cinq cents µL de résine sont lavés deux fois à l’eau ultrapure puis 

une fois dans le tampon utilisé pour la lyse (ici du Tris HCl 20 mM [pH 7,4] NaCl 150 mM). 

Dans un tube à hémolyse, 4 mL d’extrait protéique sont ajoutés à la résine et le mélange est 

placé sous agitation durant une nuit et à 4°C.  

Ce mélange est déposé sur une colonne chromatographique en polypropylène (Bio-Rad). 

Cette colonne contient un support en polyéthylène poreux retenant les fines particules de 

diamètre supérieur à 30 µm (BioRad). La résine est retenue sur ce support tandis que la 

solution non retenue, est récupérée. Ce premier aliquot est nommé « non-retenues ». Les 

billes sont ensuite lavées successivement avec 10 mL d’une solution de lavage contenant du 

Tris HCl 20 mM [pH 7,4], NaCl 150 mM et des concentrations croissantes d’imidazole (20, 50, 

80 et 100 mM). À chaque lavage, un aliquot est récupéré. L’étape d’élution, quant à elle, est 

réalisée avec 4 mL de solution contenant du Tris HCl 20 mM [pH 7,4], NaCl 150 mM et 500 

mM d’imidazole. Les fractions d’élution sont récupérées tous les 500 µl soit 8 fractions au total.  
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Figure 95 | Principe de la purification basée sur la méthode IMAC. 

 

VIII. Les logiciels bio-informatiques utilisés pour l’étude du système BAC  

Ces logiciels analysent les propriétés intrinsèques de la séquence pour prédire par exemple 

les interactions avec d’autres protéines, la localisation, la fonction et la structure. 

La localisation cellulaire a été effectuée grâce aux programmes PSORT, Phobius et 

DeepTMHMM (Chen et al., 2003; Käll et al., 2007; Nakai et al., 1999).  

La banque d’annotation fonctionnelle Interpro a été utilisée pour prédire la recherche de 

domaine (Paysan-Lafosse et al., 2023). Cette base est aussi alimentée par d’autres bases de 

données de prédiction fonctionnelle comme Pfam (Punta et al., 2012), CDD (consensus 

domain dictionary) (Schaeffer et al., 2011), Prosite (Sigrist et al., 2013), Smart (simple modular 

architecture research tool) (Letunic et al., 2012), ou encore PANTHER (Thomas et al., 2022). 

Interpro intègre aussi les logiciels Phobius et DeepTMHMM, cités au-dessus.  

La base de données Interpro a été consultée de plusieurs manières, à partir : i) de mot-clé, ii) 

de la séquence protéique et iii) des features. En plus d’indiquer le domaine, Interpro (et les 

autres logiciels intégrés) met à disposition d’autres informations complémentaires comme la 

distribution phylogénétique du domaine, la conformation structurale connues de protéines 

contenant ce domaine ou encore des liens vers d’autres bases de données. 

Le « modeling » des protéines a été effectuée avec le logiciel SWISS-MODEL (A. Waterhouse 

et al., 2018). Le modeling consiste à modéliser la structure tertiaire adoptée par la protéine. 

Le modeling peut se faire par homologie structurale à partir d’un alignement multiple (Figure 
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96). Ces homologues structuraux servent de « template » pour résoudre la structure tertiaire 

de la protéine d’intérêt. Ceci implique que les templates utilisés ont tous leur structure 3D 

résolue et disponible dans la base de données PDB. Plusieurs scores, spécifiques au logiciel 

considéré, sont attribués au modèle, dont le score qualité. Plus ce score est haut plus la 

probabilité que la protéine d’intérêt et le « template » soient homologues est élevée.  

 

Figure 96 | Stratégie employée par les logiciels de modeling basée sur l’homologie structurale. 

 

Si aucun homologue structural n’a été trouvé c’est le modèle prédit par le logiciel AlphaFold 

qui a été utilisé (David et al., 2022; Ruff & Pappu, 2021). Ce logiciel intègre une intelligence 

artificielle qui prédit le modèle à partir de la séquence en acides aminés. Là encore des scores 

sont attribués au modèle prédit.  
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Annexe 1 : Table S3. Proteins identified in biofilm formed by the WT and bacA mutant 

 

Accession 
Unique 

peptides 
Confiden
ce score 

Anova 
(p) 

q Value 
Max 
fold 

change 
Power 

Highest 
mean 

conditio
n 

Lowest 
mean 

conditio
n 

Gene Description 

YP_788196.1|gi|11
6053761| 

7 316,57 
1,08E-

02 
6,67E-02 1,92 0,91 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_00490 
hemolysin 

activation/secre
tion protein 

YP_788211.1|gi|11
6053776| 

2 92,21 
3,22E-

03 
4,73E-02 1,66 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_00670 
hypothetical 

protein 

YP_788222.1|gi|11
6053787| 

2 94,22 
3,86E-

02 
1,12E-01 1,53 0,63 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_00780 
hypothetical 

protein 

YP_788243.1|gi|11
6053806| 

2 98,02 
1,09E-

04 
2,39E-02 2,30 1,00 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_01040 
secretion 
protein 

YP_788298.1|gi|11
6053861| 

18 920,32 
1,64E-

02 
7,76E-02 1,66 0,84 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_01730 
hypothetical 

protein 

YP_788320.1|gi|11
6053883| 

3 246,57 
2,92E-

02 
9,96E-02 1,84 0,70 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_02020 
outer 

membrane 
porin 

YP_788351.1|gi|11
6053913| 

4 219,27 
4,16E-

02 
1,16E-01 1,53 0,61 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_02450 

NAD(P) 
transhydrogena

se subunit 
alpha part 1 

YP_788401.1|gi|11
6053963| 

3 245,77 
1,13E-

02 
6,67E-02 1,70 0,91 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_03090 
hypothetical 

protein 

YP_788438.1|gi|11
6053996| 

7 517,89 
1,18E-

02 
6,76E-02 1,52 0,90 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_03490 
hypothetical 

protein 

YP_788469.1|gi|11
6054026| 

11 583,77 
6,44E-

04 
2,67E-02 1,88 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_03920 
polyamine 
transport 
protein 
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YP_788470.1|gi|11
6054027| 

9 334,25 
2,16E-

03 
4,01E-02 1,71 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_03930 
polyamine 
transport 
protein 

YP_788471.1|gi|11
6054028| 

6 417,55 
2,74E-

02 
9,79E-02 1,75 0,72 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_03940 
polyamine 
transport 

protein PotG 

YP_788485.1|gi|11
6054042| 

5 275,95 
1,19E-

02 
6,82E-02 3,12 0,90 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_04100 
hypothetical 

protein 

YP_788535.1|gi|11
6054092| 

5 282,61 
7,28E-

03 
5,85E-02 1,58 0,96 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_04760 

phosphopantet
heine 

adenylyltransfer
ase 

YP_788554.1|gi|11
6054111| 

3 227,02 
1,59E-

02 
7,69E-02 1,61 0,85 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_04980 
thiazole 

synthase 

YP_788561.1|gi|11
6054118| 

4 182,68 
4,37E-

02 
1,17E-01 1,63 0,59 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_05060 
hypothetical 

protein 

YP_788632.1|gi|11
6054188| 

33 1778,55 
4,10E-

02 
1,16E-01 1,66 0,61 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_06000 
ClpA/B 

protease ATP 
binding subunit 

YP_788646.1|gi|11
6054202| 

4 118,4 
2,28E-

02 
9,26E-02 1,67 0,77 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_06190 
glutathione S-

transferase 

YP_788795.1|gi|11
6054350| 

2 110,52 
4,20E-

02 
1,16E-01 1,53 0,61 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_08070 
phage tail 

sheath protein 

YP_788822.1|gi|11
6054377| 

4 139,75 
2,97E-

02 
1,00E-01 1,80 0,70 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_08370 
cAMP-

regulatory 
protein 

YP_788848.1|gi|11
6052306| 

4 259,48 
1,30E-

02 
6,92E-02 2,03 0,88 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_08750 
50S ribosomal 
protein L7/L12 

YP_788887.1|gi|11
6052269| 

4 299,98 
1,54E-

02 
7,52E-02 1,96 0,85 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_09200 
single-stranded 

DNA-binding 
protein 

YP_788908.1|gi|11
6052248| 

7 398,45 
3,67E-

02 
1,09E-01 1,56 0,64 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_09470 
phenazine 

biosynthesis 
protein 
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YP_788915.1|gi|11
6052241| 

6 386,73 
4,82E-

03 
4,75E-02 1,54 0,98 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_09550 
hypothetical 

protein 

YP_788917.1|gi|11
6052239| 

2 69,66 
1,62E-

02 
7,70E-02 1,50 0,84 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_09580 
hypothetical 

protein 

YP_789017.1|gi|11
6052139| 

2 58,71 
2,43E-

02 
9,39E-02 14,08 0,75 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_10850 dehydrogenase 

YP_789042.1|gi|11
6052114| 

46 2961,14 
4,04E-

02 
1,14E-01 1,70 0,62 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_11140 
nonribosomal 

peptide 
synthetase 

YP_789088.1|gi|11
6052068| 

7 391,73 
1,79E-

03 
3,92E-02 2,13 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_11690 
inorganic 

pyrophosphatas
e 

YP_789129.1|gi|11
6052028| 

2 104,71 
1,66E-

02 
7,84E-02 1,86 0,84 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_12200 
DNA 

polymerase III 
subunit delta 

YP_789130.1|gi|11
6052027| 

11 706,09 
4,44E-

03 
4,75E-02 1,65 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_12210 
hypothetical 

protein 

YP_789137.1|gi|11
6052020| 

3 159,17 
2,68E-

04 
2,46E-02 2,20 1,00 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_12330 
hypothetical 

protein 

YP_789195.1|gi|11
6051962| 

25 2160,84 
1,58E-

03 
3,76E-02 1,62 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_13140 
hypothetical 

protein 

YP_789198.1|gi|11
6051959| 

3 209,23 
3,77E-

03 
4,75E-02 2,16 0,99 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_13190 
hypothetical 

protein 

YP_789268.1|gi|11
6051889| 

3 174,28 
5,52E-

04 
2,67E-02 1,53 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_14100 
amino acid-

binding protein 

YP_789271.1|gi|11
6051886| 

3 138,24 
2,46E-

02 
9,43E-02 1,55 0,75 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_14140 
hypothetical 

protein 

YP_789291.1|gi|11
6051866| 

11 808,72 
1,00E-

02 
6,61E-02 1,78 0,92 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_14390 

ABC-type 
transport 
protein, 

periplasmic c 

YP_789313.1|gi|11
6051844| 

4 280,15 
2,33E-

03 
4,16E-02 2,20 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_14660 
hypothetical 

protein 
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YP_789319.1|gi|11
6051838| 

2 67,27 
1,70E-

02 
7,88E-02 2,45 0,83 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_14740 scaffold protein 

YP_789332.1|gi|11
6051825| 

6 319,6 
2,66E-

02 
9,67E-02 1,76 0,73 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_14910 
hypothetical 

protein 

YP_789335.1|gi|11
6051822| 

3 81,84 
2,82E-

03 
4,37E-02 1,58 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_14960 
hypothetical 

protein 

YP_789347.1|gi|11
6051811| 

4 141,36 
3,41E-

02 
1,06E-01 1,67 0,66 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_15120 
hypothetical 

protein 

YP_789365.1|gi|11
6051793| 

3 137,65 
2,84E-

02 
9,88E-02 1,84 0,71 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_15350 integrase 

YP_789387.1|gi|11
6051774| 

11 545,85 
8,88E-

04 
2,90E-02 5,16 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_15590 
hypothetical 

protein 

YP_789418.1|gi|11
6051743| 

3 201,08 
2,12E-

02 
9,05E-02 1,65 0,78 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_15970 
30S ribosomal 

protein S16 

YP_789433.1|gi|11
6051728| 

15 1272,45 
3,64E-

04 
2,46E-02 7,24 1,00 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_16150 
hypothetical 

protein 

YP_789434.1|gi|11
6051727| 

3 193,64 
4,24E-

03 
4,75E-02 7,94 0,99 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_16160 
hypothetical 

protein 

YP_789435.1|gi|11
6051726| 

39 2588,29 
3,05E-

04 
2,46E-02 13,50 1,00 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_16180 
hypothetical 

protein 

YP_789436.1|gi|11
6051725| 

13 568,41 
2,20E-

04 
2,46E-02 8,92 1,00 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_16190 
hypothetical 

protein 

YP_789437.1|gi|11
6051724| 

7 382,28 
7,90E-

06 
6,98E-03 6,13 1,00 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_16200 
hypothetical 

protein 

YP_789440.1|gi|11
6051721| 

26 2431,64 
4,67E-

04 
2,65E-02 2,65 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_16250 elastase LasB 

YP_789448.1|gi|11
6051713| 

5 246,46 
4,28E-

03 
4,75E-02 1,66 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_16330 
hypothetical 

protein 

YP_789492.1|gi|11
6051669| 

2 66,96 
1,80E-

02 
8,08E-02 1,81 0,82 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_16870 

ABC 
transporter 

ATP-binding 
protein 

YP_789510.1|gi|11
6051651| 

9 343,66 
2,78E-

03 
4,37E-02 1,92 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_17080 uridylate kinase 
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YP_789511.1|gi|11
6051650| 

11 709,64 
3,91E-

02 
1,13E-01 1,77 0,63 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_17100 
ribosome 

recycling factor 

YP_789517.1|gi|11
6051644| 

6 373,68 
5,23E-

05 
1,92E-02 1,95 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_17170 
hypothetical 

protein 

YP_789535.1|gi|11
6051626| 

6 251,48 
7,17E-

03 
5,85E-02 1,78 0,96 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_17400 
alcohol 

dehydrogenase 

YP_789596.1|gi|11
6051566| 

2 116,7 
9,88E-

03 
6,57E-02 2,00 0,92 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_18140 

3-
hydroxyisobutyr

ate 
dehydrogenase 

YP_789625.1|gi|11
6051539| 

2 49,72 
7,66E-

03 
5,89E-02 

1156,6
2 

0,95 
Biofilm 

WT 
Biofilm 
∆bacA 

PA14_18580 

GDP-mannose 
6-

dehydrogenase 
AlgD 

YP_789636.1|gi|11
6051528| 

16 1051,49 
1,15E-

02 
6,69E-02 1,99 0,90 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_18690 peroxidase 

YP_789641.1|gi|11
6051523| 

2 77,91 
6,83E-

03 
5,76E-02 1,61 0,96 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_18750 
lactoylglutathio

ne lyase 

YP_789686.1|gi|11
6051481| 

9 669,71 
2,00E-

03 
3,96E-02 2,26 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_19350 
hypothetical 

protein 

YP_789688.1|gi|11
6051479| 

16 920,91 
4,05E-

03 
4,75E-02 1,69 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_19370 
asparagine 
synthetase 

YP_789720.1|gi|11
6051447| 

2 102,06 
3,55E-

03 
4,75E-02 1,50 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_19730 oxidoreductase 

YP_789730.1|gi|11
6051437| 

10 621,08 
1,05E-

02 
6,67E-02 1,72 0,92 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_19900 

pyruvate 
dehydrogenase 
E1 component 
subunit alpha 

YP_789731.1|gi|11
6051436| 

5 248,27 
4,38E-

03 
4,75E-02 2,10 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_19910 

pyruvate 
dehydrogenase 
E1 component, 

beta chain 

YP_789732.1|gi|11
6051435| 

3 207,89 
2,73E-

02 
9,79E-02 1,72 0,72 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_19920 
branched-chain 
alpha-keto acid 
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dehydrogenase 
subunit E2 

YP_789786.1|gi|11
6051381| 

15 1048,7 
4,34E-

03 
4,75E-02 1,66 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_20560 
acylamide 

amidohydrolase 

YP_789820.1|gi|11
6051347| 

3 130,7 
4,30E-

02 
1,16E-01 1,69 0,60 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_20960 isomerase 

YP_789843.1|gi|11
6051325| 

8 631,43 
3,31E-

02 
1,06E-01 1,71 0,67 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_21220 
hypothetical 

protein 

YP_789851.1|gi|11
6051317| 

2 118,92 
4,76E-

02 
1,20E-01 1,87 0,57 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_21310 
hypothetical 

protein 

YP_789905.1|gi|11
6051263| 

5 208,01 
3,33E-

02 
1,06E-01 1,66 0,67 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_21960 
hypothetical 

protein 

YP_789985.1|gi|11
6051184| 

9 582,78 
2,18E-

03 
4,01E-02 1,65 1,00 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_22890 
glyceraldehyde-

3-phosphate 
dehydrogenase 

YP_790093.1|gi|11
6051077| 

4 245,26 
2,24E-

04 
2,46E-02 1,72 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_24310 

BNR/Asp-box 
repeat-

containing 
protein 

YP_790108.1|gi|11
6051063| 

4 152,75 
7,93E-

04 
2,86E-02 3,46 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_24490 
hypothetical 

protein 

YP_790155.1|gi|11
6051018| 

3 164,99 
4,12E-

02 
1,16E-01 1,61 0,61 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_25040 
hypothetical 

protein 

YP_790159.1|gi|11
6051014| 

14 788,45 
2,45E-

03 
4,16E-02 2,07 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_25090 
3-ketoacyl-CoA 

thiolase 

YP_790182.1|gi|11
6050993| 

3 99,05 
5,80E-

03 
5,27E-02 1,71 0,97 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_25400 
phosphodiester

ase 

YP_790207.1|gi|11
6050968| 

3 202,25 
2,17E-

02 
9,13E-02 1,69 0,78 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_25670 
acyl carrier 

protein 

YP_790222.1|gi|11
6050953| 

14 1251,44 
1,59E-

02 
7,69E-02 1,66 0,85 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_25880 

electron 
transfer 

flavoprotein 
subunit alpha 
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YP_790272.1|gi|11
6050905| 

4 150,38 
2,03E-

03 
3,96E-02 2,16 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_26540 
hypothetical 

protein 

YP_790274.1|gi|11
6050903| 

4 142,04 
1,67E-

02 
7,85E-02 1,63 0,84 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_26560 
outer 

membrane 
protein 

YP_790285.1|gi|11
6050892| 

5 116,44 
1,51E-

03 
3,69E-02 2,40 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_26700 
acyl-CoA 

dehydrogenase 

YP_790320.1|gi|11
6050857| 

2 52,56 
2,36E-

02 
9,30E-02 1,62 0,76 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_27180 
hypothetical 

protein 

YP_790333.1|gi|11
6050844| 

12 781,05 
2,32E-

02 
9,26E-02 1,89 0,76 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_27370 
ATP-dependent 
RNA helicase 

YP_790352.1|gi|11
6050825| 

2 86,21 
1,70E-

02 
7,88E-02 1,86 0,83 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_27580 
glutathione S-

transferase 

YP_790428.1|gi|11
6050751| 

4 231,57 
2,50E-

02 
9,43E-02 1,82 0,74 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_28450 ecotin 

YP_790450.1|gi|11
6050729| 

12 844,29 
2,29E-

02 
9,26E-02 1,70 0,77 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_28710 

phenylalanyl-
tRNA 

synthetase 
subunit beta 

YP_790550.1|gi|11
6050631| 

6 276,75 
1,24E-

02 
6,84E-02 1,63 0,89 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_29920 
NADH 

dehydrogenase 
subunit I 

YP_790613.1|gi|11
6050568| 

3 193,1 
1,84E-

02 
8,13E-02 1,87 0,82 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_30710 
osmoprotectant 

transporter 
activator protein 

YP_790683.1|gi|11
6050498| 

9 550,87 
1,44E-

02 
7,30E-02 1,67 0,87 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_31510 
short-chain 

dehydrogenase 

YP_790693.1|gi|11
6050488| 

4 232,53 
2,48E-

02 
9,43E-02 1,55 0,75 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_31660 
hypothetical 

protein 

YP_790705.1|gi|11
6050476| 

9 1097,14 
3,45E-

02 
1,06E-01 1,68 0,66 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_31810 thiol peroxidase 

YP_790707.1|gi|11
6050474| 

6 311,64 
8,05E-

04 
2,86E-02 1,81 1,00 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_31840 
hypothetical 

protein 
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YP_790830.1|gi|11
6050353| 

5 228,18 
2,86E-

03 
4,37E-02 2,63 1,00 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_33500 

diaminobutyrate
--2-oxoglutarate 
aminotransfera

se 

YP_790846.1|gi|11
6050337| 

3 176,71 
3,45E-

03 
4,75E-02 2,45 0,99 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_33700 
pyoverdine 

synthetase F 

YP_790848.1|gi|11
6050335| 

2 115,92 
6,90E-

03 
5,79E-02 1,55 0,96 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_33720 protein PvdN 

YP_790850.1|gi|11
6050333| 

7 270,24 
9,89E-

03 
6,57E-02 1,97 0,92 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_33740 protein PvdP 

YP_790856.1|gi|11
6050327| 

10 621,94 
2,06E-

03 
3,96E-02 1,97 1,00 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_33810 
L-ornithine N5-

oxygenase 

YP_790909.1|gi|11
6050274| 

12 857,74 
2,20E-

02 
9,21E-02 1,63 0,78 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_34490 
hypothetical 

protein 

YP_790938.1|gi|11
6050245| 

2 40,65 
4,23E-

02 
1,16E-01 1,55 0,60 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_34850 tRNA synthase 

YP_790986.1|gi|11
6050197| 

30 2570,04 
1,24E-

03 
3,32E-02 1,55 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_35490 
dihydrolipoamid

e 
dehydrogenase 

YP_790988.1|gi|11
6050195| 

6 328,74 
5,91E-

03 
5,30E-02 2,55 0,97 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_35520 

2-
oxoisovalerate 
dehydrogenase 

subunit beta 

YP_791084.1|gi|11
6050102| 

2 69,99 
2,32E-

02 
9,26E-02 6,69 0,76 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_36650 
hypothetical 

protein 

YP_791097.1|gi|11
6050089| 

17 826,47 
7,70E-

03 
5,89E-02 2,30 0,95 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_36810 
hydroperoxidas

e II 

YP_791141.1|gi|11
6050045| 

2 66,48 
1,46E-

04 
2,46E-02 4,42 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_37370 esterase 

YP_791240.1|gi|11
6049950| 

4 248,5 
1,14E-

02 
6,67E-02 1,61 0,90 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_38660 
CoA 

transferase, 
subunit A 

YP_791294.1|gi|11
6049897| 

3 162,45 
4,82E-

03 
4,75E-02 2,41 0,98 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_39350 
ribose ABC 
transporter 
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substrate-
binding protein 

YP_791297.1|gi|11
6049894| 

2 122,93 
1,85E-

02 
8,13E-02 2,00 0,81 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_39410 
hypothetical 

protein 

YP_791325.1|gi|11
6049866| 

3 144,54 
2,50E-

02 
9,43E-02 1,62 0,74 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_39780 
hypothetical 

protein 

YP_791368.1|gi|11
6049825| 

3 258,04 
1,75E-

02 
8,01E-02 1,60 0,83 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_40290 LasA protease 

YP_791377.1|gi|11
6049816| 

2 44,26 
7,91E-

03 
5,95E-02 3,78 0,95 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_40390 

molybdate-
binding 

periplasmic 
protein 

precursor modA 

YP_791380.1|gi|11
6049813| 

6 247,33 
2,16E-

02 
9,13E-02 1,66 0,78 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_40430 
hypothetical 

protein 

YP_791394.1|gi|11
6049799| 

4 160,87 
8,30E-

03 
6,00E-02 2,33 0,94 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_40630 
hypothetical 

protein 

YP_791437.1|gi|11
6049756| 

2 92,39 
2,63E-

02 
9,65E-02 1,56 0,73 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_41170 

NADH-
dependent 
enoyl-ACP 
reductase 

YP_791452.1|gi|11
6049741| 

7 372,39 
4,36E-

02 
1,17E-01 1,79 0,59 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_41390 
peptidyl-prolyl 

cis-trans 
isomerase B 

YP_791473.1|gi|11
6049722| 

5 265,04 
7,80E-

04 
2,86E-02 2,03 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_41640 

ribonuclease 
activity 

regulator 
protein RraA 

YP_791476.1|gi|11
6049719| 

5 181,12 
4,60E-

03 
4,75E-02 1,61 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_41680 
hypothetical 

protein 

YP_791497.1|gi|11
6049698| 

7 835,72 
3,88E-

03 
4,75E-02 1,93 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_41950 
enoyl-CoA 
hydratase 
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YP_791508.1|gi|11
6049687| 

13 550,16 
7,10E-

03 
5,85E-02 1,58 0,96 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_42080 
3-hydroxyacyl-

CoA 
dehydrogenase 

YP_791509.1|gi|11
6049686| 

3 218,46 
1,20E-

03 
3,32E-02 2,30 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_42090 
acetyl-CoA 

acetyltransferas
e 

YP_791572.1|gi|11
6049623| 

4 152,59 
9,89E-

04 
3,01E-02 1,57 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_42850 
GTP 

cyclohydrolase 
I 

YP_791607.1|gi|11
6049588| 

2 100,63 
1,61E-

02 
7,70E-02 2,48 0,84 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_43250 
hypothetical 

protein 

YP_791634.1|gi|11
6049562| 

2 70,94 
3,79E-

02 
1,11E-01 1,79 0,63 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_43610 
AMP-binding 

protein 

YP_791654.1|gi|11
6049542| 

4 224,76 
1,82E-

02 
8,12E-02 1,69 0,82 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_43840 
hypothetical 

protein 

YP_791662.1|gi|11
6049534| 

17 1098,55 
1,12E-

02 
6,67E-02 1,55 0,91 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_43940 
succinyl-CoA 
synthetase 

subunit alpha 

YP_791666.1|gi|11
6049530| 

19 888,45 
4,98E-

02 
1,21E-01 1,71 0,56 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_44010 
2-oxoglutarate 
dehydrogenase 

E1 

YP_791671.1|gi|11
6049525| 

23 1485,7 
3,46E-

02 
1,06E-01 1,53 0,66 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_44070 
type II citrate 

synthase 

YP_791672.1|gi|11
6049524| 

3 227,45 
4,49E-

02 
1,18E-01 1,94 0,59 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_44080 
hypothetical 

protein 

YP_791691.1|gi|11
6049505| 

30 1691,75 
4,00E-

02 
1,14E-01 1,72 0,62 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_44290 
aconitate 
hydratase 

YP_791760.1|gi|11
6049437| 

8 394,96 
2,07E-

02 
8,87E-02 1,82 0,79 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_45110 
sulfate-binding 
protein of ABC 

transporter 

YP_791903.1|gi|11
6049294|;YP_7935
51.1|gi|116053228| 

20 1299,24 
1,81E-

02 
8,10E-02 1,78 0,82 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_46910 

ABC 
transporter 
substrate-

binding protein 
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YP_791921.1|gi|11
6049276| 

6 298,06 
4,47E-

02 
1,18E-01 1,72 0,59 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_47120 
hypothetical 

protein 

YP_791958.1|gi|11
6049239| 

5 219,31 
3,60E-

02 
1,08E-01 1,99 0,65 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_47550 
glutathione 
peroxidase 

YP_792046.1|gi|11
6049152| 

2 110,91 
3,88E-

03 
4,75E-02 2,99 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_48740 
hypothetical 

protein 

YP_792087.1|gi|11
6049111| 

12 710,81 
2,79E-

03 
4,37E-02 1,74 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_49180 
two-component 

response 
regulator PhoP 

YP_792100.1|gi|11
6049098| 

4 137,24 
8,77E-

03 
6,10E-02 2,20 0,94 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_49330 
hypothetical 

protein 

YP_792131.1|gi|11
6049067| 

4 125,06 
6,34E-

04 
2,67E-02 2,53 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_49710 
chaperone 

protein HchA 

YP_792195.1|gi|11
6049003| 

18 1288,96 
2,77E-

04 
2,46E-02 2,54 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_50520 

branched-chain 
amino acid 
transport 

protein BraC 

YP_792263.1|gi|11
6048936| 

7 362,65 
3,43E-

02 
1,06E-01 2,13 0,66 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_51290 
bacterioferritin 
comigratory 

protein 

YP_792275.1|gi|11
6048924| 

2 63,8 
3,58E-

02 
1,08E-01 1,79 0,65 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_51430 PqsA 

YP_792315.1|gi|11
6048884| 

5 192,11 
4,30E-

03 
4,75E-02 1,90 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_51860 
hypothetical 

protein 

YP_792332.1|gi|11
6048867| 

9 406,95 
3,30E-

03 
4,75E-02 1,82 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_52060 
hypothetical 

protein 

YP_792373.1|gi|11
6048827| 

6 299,34 
3,88E-

02 
1,12E-01 1,73 0,63 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_52600 
alanyl-tRNA 
synthetase 

YP_792378.1|gi|11
6048822| 

6 311,53 
1,37E-

02 
7,10E-02 1,58 0,87 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_52670 
succinylglutami
c semialdehyde 
dehydrogenase 

YP_792409.1|gi|11
6048791| 

6 353,11 
4,11E-

03 
4,75E-02 1,62 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_53040 
lysozyme 
inhibitor 
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YP_792421.1|gi|11
6048779| 

8 532,65 
1,07E-

02 
6,67E-02 1,80 0,91 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_53200 
hypothetical 

protein 

YP_792425.1|gi|11
6048775| 

16 1535,71 
2,89E-

02 
9,95E-02 1,58 0,71 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_53250 
chitin-binding 
protein CbpD 

YP_792439.1|gi|11
6048761| 

3 197,01 
2,98E-

02 
1,00E-01 1,51 0,70 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_53420 
glutathione 
peroxidase 

YP_792445.1|gi|11
6048755| 

8 595,46 
3,86E-

02 
1,12E-01 1,78 0,63 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_53500 
hypothetical 

protein 

YP_792486.1|gi|11
6048714| 

11 753,19 
4,86E-

03 
4,75E-02 1,64 0,98 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_53940 
2-

methylisocitrate 
lyase 

YP_792520.1|gi|11
6048680| 

10 564,83 
1,71E-

02 
7,88E-02 1,55 0,83 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_54410 

negative 
regulator for 

alginate 
biosynthesis 

MucB 

YP_792540.1|gi|11
6048660| 

16 853,84 
7,89E-

03 
5,95E-02 1,68 0,95 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_54640 
enoyl-CoA 
hydratase 

YP_792690.1|gi|11
6052379| 

4 223,05 
1,11E-

02 
6,67E-02 2,68 0,91 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_56510 
hypothetical 

protein 

YP_792711.1|gi|11
6052400| 

6 378,17 
2,37E-

02 
9,30E-02 2,21 0,76 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_56780 
superoxide 
dismutase 

YP_792735.1|gi|11
6052424| 

8 346,99 
1,32E-

02 
6,92E-02 1,64 0,88 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_57050 
3-ketoacyl-ACP 

reductase 

YP_792741.1|gi|11
6052430| 

9 437,35 
4,84E-

02 
1,20E-01 1,60 0,57 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_57130 
nucleotide-

binding protein 

YP_792771.1|gi|11
6052458| 

6 510,93 
4,22E-

03 
4,75E-02 1,99 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_57500 
phosphoheptos

e isomerase 

YP_792777.1|gi|11
6052464| 

7 376,51 
1,80E-

02 
8,08E-02 1,60 0,82 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_57570 
cytochrome c 

reductase, iron-
sulfur subun 

YP_792785.1|gi|11
6052472| 

3 123,84 
5,80E-

03 
5,27E-02 1,90 0,97 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_57680 
hypothetical 

protein 
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YP_792798.1|gi|11
6052485| 

8 354,86 
2,84E-

02 
9,88E-02 1,91 0,71 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_57840 
hypothetical 

protein 

YP_792813.1|gi|11
6052500| 

5 351,5 
1,60E-

02 
7,70E-02 1,54 0,84 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_58000 
superoxide 
dismutase 

YP_792820.1|gi|11
6052507| 

3 162,2 
1,89E-

03 
3,93E-02 1,59 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_58080 
hypothetical 

protein 

YP_792840.1|gi|11
6052527| 

13 1118,97 
2,42E-

03 
4,16E-02 2,42 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_58330 
hypothetical 

protein 

YP_792841.1|gi|11
6052528| 

5 313,51 
1,39E-

03 
3,63E-02 1,95 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_58350 

dipeptide ABC 
transporter 
substrate-

binding protein 
DppA1 

YP_792859.1|gi|11
6052544| 

8 393,85 
2,84E-

02 
9,88E-02 1,62 0,71 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_58570 

outer 
membrane 

ferric 
siderophore 

receptor 

YP_792971.1|gi|11
6052656| 

12 1410,03 
3,16E-

02 
1,03E-01 1,70 0,68 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_59840 
hypothetical 

protein 

YP_793035.1|gi|11
6052718| 

4 213,33 
3,68E-

03 
4,75E-02 2,45 0,99 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_60550 
ATP-dependent 

protease 

YP_793049.1|gi|11
6052732| 

4 231,86 
1,22E-

03 
3,32E-02 2,63 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_60750 protein activator 

YP_793073.1|gi|11
6052756| 

2 176,71 
7,67E-

03 
5,89E-02 7,50 0,95 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_61050 

large-
conductance 

mechanosensiti
ve channel 

YP_793085.1|gi|11
6052768| 

6 344,08 
4,31E-

02 
1,16E-01 1,74 0,60 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_61200 
hypothetical 

protein 

YP_793091.1|gi|11
6052774| 

4 101,9 
6,28E-

03 
5,40E-02 1,98 0,97 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_61280 epimerase 
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YP_793108.1|gi|11
6052791| 

4 202,97 
2,99E-

02 
1,00E-01 1,50 0,70 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_61470 
uracil 

phosphoribosylt
ransferase 

YP_793171.1|gi|11
6052854| 

7 401,68 
1,27E-

02 
6,84E-02 1,81 0,89 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_62300 
hypothetical 

protein 

YP_793186.1|gi|11
6052869| 

10 420,18 
1,26E-

02 
6,84E-02 2,01 0,89 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_62490 
suppressor 

protein DksA 

YP_793197.1|gi|11
6052880| 

11 527,17 
4,42E-

03 
4,75E-02 1,77 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_62630 
acetyl-CoA 
synthetase 

YP_793228.1|gi|11
6052911| 

8 492,73 
4,72E-

03 
4,75E-02 2,05 0,98 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_63020 
ferric uptake 
regulation 

protein 

YP_793257.1|gi|11
6052940| 

6 271,67 
4,60E-

02 
1,19E-01 1,57 0,58 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_63340 lipoprotein 

YP_793381.1|gi|11
6053062| 

2 118,47 
1,13E-

02 
6,67E-02 2,22 0,91 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_64900 

ABC 
transporter 
substrate-

binding protein 

YP_793390.1|gi|11
6053071| 

8 265,95 
4,21E-

03 
4,75E-02 3,05 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_65000 azurin 

YP_793469.1|gi|11
6053148| 

2 72,41 
4,55E-

02 
1,19E-01 1,82 0,58 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_66110 
glycosyl 

transferase 
family protein 

YP_793487.1|gi|11
6053166| 

4 196,3 
1,09E-

02 
6,67E-02 1,78 0,91 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_66330 

peptide 
methionine 
sulfoxide 
reductase 

YP_793503.1|gi|11
6053182| 

5 362,34 
2,30E-

02 
9,26E-02 1,53 0,76 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_66550 

uroporphyrinog
en 

decarboxylase 
  

YP_793532.1|gi|11
6053210| 

11 529,85 
2,04E-

02 
8,81E-02 1,55 0,79 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_66900 
ubiquinone/men

aquinone 
biosynthesis 
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methyltransfera
se 

YP_793576.1|gi|11
6053253| 

9 571,74 
5,25E-

03 
4,97E-02 1,60 0,98 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_67440 
N-formimino-L-

glutamate 
deiminase 

YP_793614.1|gi|11
6053291| 

4 165,69 
1,88E-

03 
3,93E-02 2,04 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_67930 
imidazoleglycer
ol-phosphate 
dehydratase 

YP_793624.1|gi|11
6053300| 

6 247,96 
6,08E-

03 
5,36E-02 2,36 0,97 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_68070 
periplasmic 

binding protein 

YP_793638.1|gi|11
6053314|;YP_7923
92.1|gi|116048808| 

4 133,1 
4,54E-

03 
4,75E-02 1,86 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_68260 
c4-

dicarboxylate-
binding protein 

YP_793649.1|gi|11
6053325| 

15 1359,81 
3,39E-

04 
2,46E-02 2,30 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_68400 

LysM 
domain/BON 
superfamily 

protein 

YP_793673.1|gi|11
6053349| 

2 97,18 
4,73E-

02 
1,20E-01 1,82 0,57 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_68710 
hypothetical 

protein 

YP_793685.1|gi|11
6053361| 

3 151,16 
2,90E-

02 
9,95E-02 1,73 0,71 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_68850 
glycine 

dehydrogenase 

YP_793692.1|gi|11
6053368| 

5 271,5 
1,10E-

02 
6,67E-02 1,57 0,91 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_68940 
hypothetical 

protein 

YP_793712.1|gi|11
6053387| 

5 242,71 
2,32E-

02 
9,26E-02 1,51 0,76 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_69200 thioredoxin 

YP_793717.1|gi|11
6053392| 

6 483,98 
4,90E-

03 
4,75E-02 2,00 0,98 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_69260 

isoprenoid 
biosynthesis 
protein with 

amidotransfera
se-like domain 

YP_793733.1|gi|11
6053408| 

4 195,1 
3,39E-

03 
4,75E-02 1,53 0,99 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_69450 
porphobilinogen 

deaminase 

YP_793870.1|gi|11
6053543| 

2 75,88 
1,31E-

02 
6,92E-02 2,55 0,88 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_71240 
hypothetical 

protein 
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YP_793872.1|gi|11
6053545| 

3 124,21 
8,80E-

04 
2,90E-02 5,35 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_71260 
FMN 

oxidoreductase 

YP_793885.1|gi|11
6053558| 

3 139,28 
2,87E-

03 
4,37E-02 7,04 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_71410 

ring 
hydroxylating 
dioxygenase, 
alpha-subunit 

YP_793896.1|gi|11
6053569| 

4 236,05 
1,22E-

02 
6,84E-02 3,10 0,89 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_71560 

glutathione-
independent 
formaldehyde 

dehydrogenase 

YP_793934.1|gi|11
6053607| 

2 43,17 
3,47E-

04 
2,46E-02 1,90 1,00 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_72030 
hypothetical 

protein 

YP_793966.1|gi|11
6053639| 

5 373,5 
8,96E-

03 
6,17E-02 1,97 0,94 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_72450 DsbA1 

YP_793967.1|gi|11
6053640| 

5 377,49 
9,26E-

03 
6,31E-02 1,75 0,93 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_72460 cytochrome c4 

YP_793982.1|gi|11
6053655| 

8 358,77 
1,61E-

02 
7,70E-02 1,94 0,84 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_72640 
TonB-

dependent 
receptor 

YP_793984.1|gi|11
6053657| 

3 156,57 
1,06E-

02 
6,67E-02 1,70 0,91 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_72660 
hypothetical 

protein 

YP_793985.1|gi|11
6053658| 

2 118,91 
5,58E-

04 
2,67E-02 3,36 1,00 

Biofilm 
∆bacA 

Biofilm 
WT 

PA14_72690 
glutamine 
synthetase 

YP_794023.1|gi|11
6053696| 

8 454 
1,56E-

04 
2,46E-02 3,45 1,00 

Biofilm 
WT 

Biofilm 
∆bacA 

PA14_73120 
hypothetical 

protein 
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Annexe 2 : prédiction de la localisation de la protéine BacB par les logiciels DeepTMHMM (a) et Phobius 

(b). Structures secondaires prédites chez la protéine BacA par le logiciel PSiPRED (c). 
 

a       b 
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Annexe 3 : prédiction de la localisation de la protéine BacC par les logiciels DeepTMHMM (a) 

et Phobius (b). Structures secondaires prédites chez la protéine BacC par le logiciel PSiPRED 

(c). 

 

 a       b 
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Annexe 4 : prédiction de la localisation de la protéine BacD par les logiciels DeepTMHMM (a), 

Phobius (b) et SignalP (c). Structures secondaires prédites chez la protéine BacD par le 

logiciel PSiPRED (d). 

  

a       b 

 

 

 

 

 

 

c 

 

 

d  
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Annexe 5 : prédiction de la localisation de la protéine BacE par le logiciel DeepTMHMM (a) 

et Phobius (b).  

 

a       b 

 

 

 

Annexe 6 : prédiction de la localisation de la protéine BacF par le logiciel DeepTMHMM (a) 

et Phobius (b).  

a       b 
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Annexe 7 : Protéines différentiellement exprimées entre la fraction DSM et DRM 

Accession 
Peptid

e 
count 

Confidenc
e score 

Anova 
(p) 

q Value 

Max 
fold 

chang
e 

Powe
r 

Highest 
mean 

conditio
n 

Lowest 
mean 

conditio
n 

Gene Description 

YP_788219.
1 

3 136,89 
0,00E+0

0 
1,00E-04 6,25 1,00 DRM 

DSM PA14_0075
0 

hypothetical protein 

YP_788220.
1 

2 109,59 3,00E-04 7,00E-04 209,22 1,00 
DRM DSM PA14_0076

0 
hypothetical protein 

YP_788226.
1 

15 1998,79 
0,00E+0

0 
1,00E-04 14,61 1,00 

DRM DSM PA14_0082
0 

TagQ1 

YP_788236.
1 

3 78,27 7,00E-04 1,30E-03 11,49 1,00 
DRM DSM PA14_0096

0 
TssJ1 

YP_788272.
1 

6 550,85 3,00E-04 7,00E-04 4,90 1,00 
DRM DSM PA14_0139

0 
hypothetical protein 

YP_788285.
1 

3 176,96 4,00E-04 8,00E-04 7,19 1,00 
DRM DSM PA14_0155

0 
lipoprotein 

YP_788315.
1 

18 1396,31 5,00E-04 1,00E-03 8,74 1,00 
DRM DSM PA14_0196

0 
RND efflux membrane fusion 

protein 

YP_788338.
1 

8 474,24 3,75E-02 2,59E-02 1,73 0,60 
DRM DSM PA14_0227

0 
chemotaxis transducer 

YP_788446.
1 

2 140,99 4,10E-03 4,70E-03 6,38 0,95 
DRM DSM PA14_0361

0 
Zn-dependent protease with 

chaperone function 

YP_788450.
1 

2 272,69 
0,00E+0

0 
2,00E-04 4,37 1,00 

DRM DSM PA14_0367
0 

sulfate transport protein CysW 

YP_788474.
1 

17 785,98 
0,00E+0

0 
2,00E-04 6,12 1,00 

DRM DSM PA14_0398
0 

hypothetical protein 

YP_788477.
1 

3 108,48 1,20E-03 1,90E-03 16,82 0,99 
DRM DSM PA14_0402

0 
hypothetical protein 

YP_788478.
1 

10 468,24 
0,00E+0

0 
2,00E-04 10,78 1,00 

DRM DSM PA14_0403
0 

hypothetical protein 

YP_788483.
1 

2 221,19 6,00E-04 1,10E-03 75,61 1,00 
DRM DSM PA14_0408

0 
ABC transporter permease 
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YP_788498.
1 

8 579,53 1,50E-03 2,20E-03 5,07 0,99 
DRM DSM PA14_0429

0 
hypothetical protein 

YP_788503.
1 

2 108,68 5,00E-04 1,10E-03 13,43 1,00 
DRM DSM PA14_0434

0 
hypothetical protein 

YP_788512.
1 

6 315,53 3,00E-04 7,00E-04 4,36 1,00 
DRM DSM PA14_0446

0 
prolipoprotein diacylglyceryl 

transferase 

YP_788516.
1 

8 436,82 
0,00E+0

0 
1,00E-04 12,04 1,00 

DRM DSM PA14_0452
0 

hypothetical protein 

YP_788536.
1 

6 266,21 
0,00E+0

0 
2,00E-04 15,01 1,00 

DRM DSM PA14_0478
0 

LaoA 

YP_788537.
1 

2 62,45 4,00E-04 9,00E-04 105,64 1,00 
DRM DSM PA14_0479

0 
LaoB 

YP_788544.
1 

18 1033,25 7,00E-03 7,10E-03 2,11 0,90 
DRM DSM PA14_0487

0 
hypothetical protein 

YP_788545.
1 

18 1266,11 4,50E-03 5,00E-03 2,05 0,94 
DRM DSM PA14_0489

0 
zinc protease 

YP_788547.
1 

10 526,84 9,60E-03 9,00E-03 1,87 0,86 
DRM DSM PA14_0491

0 
cell division ATP-binding 

protein FtsE 

YP_788548.
1 

7 410,2 2,00E-04 7,00E-04 5,82 1,00 
DRM DSM PA14_0492

0 
cell division protein FtsX 

YP_788550.
1 

6 362,8 7,00E-04 1,30E-03 14,61 1,00 
DRM DSM PA14_0494

0 
hypothetical protein 

YP_788566.
1 

2 131,53 
0,00E+0

0 
2,00E-04 72,61 1,00 

DRM DSM PA14_0513
0 

hypothetical protein 

YP_788571.
1 

4 261,18 
0,00E+0

0 
2,00E-04 13,97 1,00 

DRM DSM PA14_0520
0 

cation efflux system protein 

YP_788580.
1 

3 80,09 1,00E-04 5,00E-04 3,76 1,00 
DRM DSM PA14_0530

0 
TonB domain-containing 

protein 

YP_788585.
1 

17 1328,44 5,00E-04 1,00E-03 2,40 1,00 
DRM DSM PA14_0536

0 
twitching motility protein PilJ 

YP_788596.
1 

2 77,58 1,00E-04 4,00E-04 6,57 1,00 
DRM DSM PA14_0550

0 
hypothetical protein 
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YP_788599.
1 

24 2115,78 2,60E-03 3,30E-03 3,96 0,97 
DRM DSM 

PA14_0553
0 

RND multidrug efflux 
membrane fusion protein 

MexA 

YP_788624.
1 

2 73,12 1,40E-03 2,10E-03 4,51 0,99 
DRM DSM PA14_0588

0 
membrane-bound protease 

YP_788634.
1 

2 110,34 1,03E-02 9,50E-03 2,05 0,85 
DRM DSM PA14_0603

0 
acyltransferase 

YP_788636.
1 

2 61,54 2,24E-02 1,73E-02 4,84 0,71 
DRM DSM PA14_0606

0 
DNA-binding response 

regulator CreB 

YP_788686.
1 

13 718,86 5,00E-04 1,10E-03 3,35 1,00 
DRM DSM PA14_0672

0 
heme d1 biosynthesis protein 

NirF 

YP_788693.
1 

4 282,47 
0,00E+0

0 
2,00E-04 6,28 1,00 

DRM DSM PA14_0681
0 

nitric-oxide reductase subunit 
C 

YP_788694.
1 

2 107,2 6,00E-04 1,20E-03 3,03 1,00 
DRM DSM PA14_0683

0 
nitric-oxide reductase subunit 

B 

YP_788711.
1 

3 132,38 1,00E-04 3,00E-04 13,31 1,00 
DRM DSM PA14_0702

0 
hypothetical protein 

YP_788712.
1 

8 432,02 
0,00E+0

0 
1,00E-04 9,67 1,00 

DRM DSM PA14_0703
0 

cytochrome c' 

YP_788750.
1 

2 117,61 1,60E-03 2,40E-03 4,75 0,99 
DRM DSM PA14_0753

0 
DNA primase 

YP_788754.
1 

3 124,61 4,90E-03 5,30E-03 4,25 0,93 
DRM DSM PA14_0758

0 
glycerol-3-phosphate 
acyltransferase PlsY 

YP_788768.
1 

54 3314,69 6,00E-04 1,20E-03 5,53 1,00 
DRM DSM PA14_0777

0 
organic solvent tolerance 

protein OstA 

YP_788829.
1 

4 165,02 7,00E-04 1,30E-03 9,47 1,00 
DRM DSM PA14_0845

0 
hypothetical protein 

YP_788848.
1 

9 1154,96 1,43E-02 1,22E-02 6,56 0,80 
DRM DSM PA14_0875

0 
50S ribosomal protein L7/L12 

YP_788864.
1 

3 385,68 3,64E-02 2,53E-02 6,39 0,61 
DRM DSM PA14_0893

0 
50S ribosomal protein L29 

YP_788876.
1 

13 1112,48 1,00E-04 4,00E-04 3,25 1,00 
DRM DSM PA14_0905

0 
preprotein translocase subunit 

SecY 
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YP_788886.
1 

3 320,56 1,00E-04 3,00E-04 3,01 1,00 
DRM DSM PA14_0919

5 
major facilitator transporter 

YP_788889.
1 

5 405,5 2,03E-02 1,60E-02 2,84 0,73 
DRM DSM PA14_0922

0 
isochorismate-pyruvate lyase 

YP_788891.
1 

19 1195,01 2,45E-02 1,86E-02 1,64 0,69 
DRM DSM PA14_0924

0 
pyochelin biosynthesis protein 

PchD 

YP_788893.
1 

49 4150,08 4,40E-03 5,00E-03 1,97 0,94 
DRM DSM PA14_0927

0 
dihydroaeruginoic acid 

synthetase 

YP_788894.
1 

55 4613,41 1,00E-03 1,60E-03 3,00 1,00 
DRM DSM PA14_0928

0 
pyochelin synthetase 

YP_788896.
1 

13 880,71 1,40E-03 2,10E-03 2,21 0,99 
DRM DSM PA14_0930

0 
ABC transporter ATP-binding 

protein 

YP_788914.
1 

6 610,4 
0,00E+0

0 
2,00E-04 7,01 1,00 

DRM DSM PA14_0954
0 

hypothetical protein 

YP_789005.
1 

4 188,16 1,88E-02 1,50E-02 1,60 0,75 
DRM DSM PA14_1070

0 
bacteriophytochrome 

YP_789042.
1 

66 4985,76 5,50E-03 5,80E-03 3,29 0,92 
DRM DSM PA14_1114

0 
nonribosomal peptide 

synthetase 

YP_789055.
1 

5 256,45 1,00E-04 4,00E-04 6,03 1,00 
DRM DSM PA14_1129

0 
permease 

YP_789061.
1 

3 166,52 2,20E-03 2,90E-03 6,14 0,98 
DRM DSM PA14_1137

0 
lipoprotein 

YP_789069.
1 

2 67,75 1,00E-04 4,00E-04 17,82 1,00 
DRM DSM PA14_1147

0 
phosphatidylglycerophosphata

se A 

YP_789126.
1 

13 943,28 7,90E-03 7,70E-03 2,13 0,89 
DRM DSM PA14_1216

0 
murein transglycosylase 

YP_789130.
1 

10 885,32 2,00E-03 2,70E-03 3,50 0,98 
DRM DSM PA14_1221

0 
hypothetical protein 

YP_789133.
1 

3 202,11 3,00E-04 7,00E-04 7,01 1,00 
DRM DSM PA14_1227

0 
hypothetical protein 

YP_789134.
1 

8 531,18 1,20E-03 1,90E-03 3,35 0,99 
DRM DSM PA14_1228

0 
apolipoprotein N-
acyltransferase 

YP_789140.
1 

7 382,05 2,20E-03 2,90E-03 5,61 0,98 
DRM DSM PA14_1237

0 
hypothetical protein 
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YP_789148.
1 

2 58,63 6,00E-04 1,20E-03 7,36 1,00 
DRM DSM PA14_1253

0 
hypothetical protein 

YP_789159.
1 

10 670,67 7,10E-03 7,10E-03 4,13 0,90 
DRM DSM PA14_1267

0 
hypothetical protein 

YP_789165.
1 

2 79,49 4,60E-03 5,10E-03 22,25 0,94 
DRM DSM PA14_1274

0 
hypothetical protein 

YP_789183.
1 

9 689,54 1,00E-04 3,00E-04 20,95 1,00 
DRM DSM PA14_1298

0 
hypothetical protein 

YP_789184.
1 

5 256,25 3,00E-04 8,00E-04 3,31 1,00 
DRM DSM PA14_1299

0 
choline transporter 

YP_789187.
1 

17 928,99 
0,00E+0

0 
1,00E-04 6,80 1,00 

DRM DSM PA14_1303
0 

CioA, cyanide insensitive 
terminal oxidase 

YP_789196.
1 

4 204,41 3,00E-04 8,00E-04 7,31 1,00 
DRM DSM PA14_1315

0 
transcriptional regulator 

YP_789197.
1 

16 1005,02 3,90E-03 4,60E-03 1,90 0,95 
DRM DSM PA14_1317

0 
metal transporting P-type 

ATPase 

YP_789230.
1 

4 305 
0,00E+0

0 
2,00E-04 22,10 1,00 

DRM DSM PA14_1359
0 

ABC transporter permease 

YP_789232.
1 

3 162,14 
0,00E+0

0 
2,00E-04 7,89 1,00 

DRM DSM PA14_1361
0 

ABC transporter permease 

YP_789233.
1 

2 95,68 3,84E-02 2,65E-02 2,56 0,60 
DRM DSM PA14_1362

0 
Na+/H+ antiporter NhaP 

YP_789243.
1 

5 166,65 1,06E-02 9,70E-03 2,63 0,84 
DRM DSM PA14_1374

0 
two-component sensor NarX 

YP_789249.
1 

2 112,6 6,20E-03 6,40E-03 2,60 0,91 
DRM DSM PA14_1383

0 
respiratory nitrate reductase 

gamma chain 

YP_789301.
1 

11 578,35 2,50E-03 3,20E-03 2,06 0,98 
DRM DSM PA14_1450

0 
hypothetical protein 

YP_789302.
1 

6 293,74 1,00E-04 4,00E-04 2,60 1,00 
DRM DSM PA14_1451

0 
hypothetical protein 

YP_789310.
1 

2 272,05 4,31E-02 2,90E-02 2,02 0,57 
DRM DSM PA14_1461

0 
preprotein translocase subunit 

YajC 

YP_789311.
1 

34 2582,53 1,00E-04 4,00E-04 4,20 1,00 
DRM DSM PA14_1463

0 
preprotein translocase subunit 

SecD 
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YP_789312.
1 

8 863,34 1,00E-04 4,00E-04 5,06 1,00 
DRM DSM PA14_1465

0 
preprotein translocase subunit 

SecF 

YP_789327.
1 

15 1299,79 1,00E-04 4,00E-04 10,33 1,00 
DRM DSM PA14_1485

0 
type 4 fimbrial biogenesis 

protein PilF 

YP_789328.
1 

8 690,24 1,00E-03 1,60E-03 4,08 1,00 
DRM DSM PA14_1486

0 
hypothetical protein 

YP_789331.
1 

14 1314,35 1,00E-04 4,00E-04 5,70 1,00 
DRM DSM PA14_1490

0 
hypothetical protein 

YP_789332.
1 

20 1954,35 4,00E-04 1,00E-03 6,16 1,00 
DRM DSM PA14_1491

0 
hypothetical protein 

YP_789343.
1 

6 289,5 5,00E-04 1,00E-03 4,66 1,00 
DRM DSM PA14_1508

0 
hypothetical protein 

YP_789386.
1 

7 284,66 4,20E-02 2,85E-02 1,84 0,58 
DRM DSM PA14_1558

0 
Type II restriction enzyme, 

methylase subunit 

YP_789389.
1 

10 591,78 4,80E-03 5,30E-03 1,74 0,94 
DRM DSM PA14_1561

0 
hypothetical protein 

YP_789394.
1 

16 885,77 
0,00E+0

0 
2,00E-04 4,06 1,00 

DRM DSM PA14_1567
0 

metallo-oxidoreductase 

YP_789398.
1 

22 1384,63 
0,00E+0

0 
1,00E-04 10,20 1,00 

DRM DSM PA14_1572
0 

transglycosylase 

YP_789402.
1 

4 228,79 2,65E-02 1,99E-02 2,49 0,68 
DRM DSM 

PA14_1578
0 

PTS system N-
acetylglucosamine-specific 

IIBC component 

YP_789429.
1 

4 239,4 5,00E-04 1,00E-03 4,68 1,00 
DRM DSM PA14_1610

0 
hypothetical protein 

YP_789446.
1 

2 96,78 2,70E-03 3,40E-03 3,39 0,97 
DRM DSM PA14_1631

0 
MFS permease 

YP_789448.
1 

14 1011,83 6,70E-03 6,80E-03 7,26 0,91 
DRM DSM PA14_1633

0 
hypothetical protein 

YP_789452.
1 

13 935,78 
0,00E+0

0 
0,00E+0

0 
3,14 1,00 

DRM DSM PA14_1637
0 

hypothetical protein 

YP_789454.
1 

7 326,57 1,00E-04 4,00E-04 4,40 1,00 
DRM DSM PA14_1639

0 
GMC-type oxidoreductase 
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YP_789456.
1 

22 1368,64 9,00E-04 1,60E-03 1,52 1,00 
DRM DSM PA14_1643

0 
chemotaxis transducer 

YP_789469.
1 

6 347,33 8,00E-04 1,40E-03 4,47 1,00 
DRM DSM PA14_1660

0 
alpha/beta hydrolase 

YP_789470.
1 

4 168,31 
0,00E+0

0 
2,00E-04 5,81 1,00 

DRM DSM PA14_1661
0 

hypothetical protein 

YP_789472.
1 

24 2550,2 
0,00E+0

0 
2,00E-04 7,14 1,00 

DRM DSM PA14_1663
0 

outer membrane protein, 
OmpA 

YP_789473.
1 

9 752,99 1,00E-04 3,00E-04 25,95 1,00 
DRM DSM PA14_1664

0 
lipoprotein 

YP_789482.
1 

6 295,02 1,64E-02 1,34E-02 1,64 0,77 
DRM DSM PA14_1674

0 
hypothetical protein 

YP_789490.
1 

6 455,81 
0,00E+0

0 
1,00E-04 12,37 1,00 

DRM DSM PA14_1684
0 

lipoprotein 

YP_789495.
1 

7 243,31 2,40E-03 3,10E-03 6,56 0,98 
DRM DSM PA14_1691

0 
hypothetical protein 

YP_789513.
1 

2 108,79 1,00E-04 4,00E-04 5,37 1,00 
DRM DSM PA14_1712

0 
phosphatidate 

cytidylyltransferase 

YP_789515.
1 

4 218,63 1,40E-03 2,10E-03 2,32 0,99 
DRM DSM PA14_1714

0 
membrane-associated zinc 

metalloprotease 

YP_789516.
1 

30 2368,33 2,00E-04 6,00E-04 5,55 1,00 
DRM DSM PA14_1715

0 
outer membrane antigen 

YP_789525.
1 

21 1777,29 3,70E-03 4,30E-03 1,94 0,96 
DRM DSM 

PA14_1727
0 

acetyl-CoA carboxylase 
carboxyltransferase subunit 

alpha 

YP_789544.
1 

2 62,11 1,57E-02 1,30E-02 2,35 0,78 
DRM DSM PA14_1750

0 
DNA mismatch repair protein 

MutS 

YP_789551.
1 

22 1285,67 3,68E-02 2,55E-02 1,74 0,61 
DRM DSM PA14_1758

0 
hypothetical protein 

YP_789562.
1 

16 956,47 6,00E-04 1,20E-03 3,20 1,00 
DRM DSM PA14_1769

0 
hypothetical protein 

YP_789580.
1 

2 80,68 1,12E-02 1,01E-02 10,22 0,84 
DRM DSM PA14_1793

0 
glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase 
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YP_789627.
1 

2 46,91 4,54E-02 3,03E-02 3,19 0,56 
DRM DSM PA14_1860

0 
ABC transporter ATP-binding 

protein 

YP_789662.
1 

2 157,46 2,00E-04 5,00E-04 21,23 1,00 
DRM DSM PA14_1901

0 
Tsi3 

YP_789664.
1 

10 860,4 1,00E-04 3,00E-04 4,93 1,00 
DRM DSM PA14_1903

0 
hypothetical protein 

YP_789669.
1 

5 219,59 1,72E-02 1,39E-02 1,52 0,76 
DRM DSM PA14_1911

0 
rhamnosyltransferase chain B 

YP_789676.
1 

11 693,03 8,40E-03 8,20E-03 3,43 0,88 
DRM DSM PA14_1919

0 
malate dehydrogenase 

YP_789682.
1 

8 779,79 2,00E-03 2,70E-03 3,01 0,98 
DRM DSM PA14_1931

0 
hypothetical protein 

YP_789691.
1 

3 97,46 3,36E-02 2,37E-02 2,15 0,63 
DRM DSM PA14_1940

0 
5-methylaminomethyl-2-

thiouridine methyltransferase 

YP_789695.
1 

32 1677,93 3,00E-03 3,70E-03 4,62 0,97 
DRM DSM PA14_1947

0 
malate:quinone 
oxidoreductase 

YP_789708.
1 

4 283,62 3,12E-02 2,24E-02 2,68 0,64 
DRM DSM PA14_1961

0 
hypothetical protein 

YP_789747.
1 

6 307,79 6,80E-03 6,90E-03 3,54 0,90 
DRM DSM PA14_2008

0 
hypothetical protein 

YP_789753.
1 

5 223,14 1,00E-04 3,00E-04 6,14 1,00 
DRM DSM PA14_2015

0 
NosL protein 

YP_789790.
1 

4 241,23 2,10E-03 2,80E-03 9,88 0,98 
DRM DSM PA14_2060

0 
hypothetical protein 

YP_789812.
1 

10 529,84 6,30E-03 6,50E-03 3,27 0,91 
DRM DSM PA14_2086

0 
Tfp pilus assembly protein 

FimV 

YP_789835.
1 

8 606,63 
0,00E+0

0 
1,00E-04 11,66 1,00 

DRM DSM PA14_2113
0 

outer membrane lipoprotein 

YP_789849.
1 

3 132,04 3,15E-02 2,25E-02 1,98 0,64 
DRM DSM PA14_2129

0 
hypothetical protein 

YP_789854.
1 

28 2267,52 2,44E-02 1,86E-02 4,78 0,69 
DRM DSM PA14_2137

0 
long-chain-fatty-acid--CoA 

ligase 

YP_789864.
1 

2 121,45 5,00E-04 1,00E-03 5,10 1,00 
DRM DSM PA14_2151

0 
hypothetical protein 
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YP_789883.
1 

3 172,81 2,60E-03 3,30E-03 2,43 0,97 
DRM DSM PA14_2170

0 
two-component sensor 

YP_789887.
1 

3 118,01 1,80E-02 1,44E-02 2,64 0,76 
DRM DSM PA14_2175

0 
hypothetical protein 

YP_789892.
1 

25 2294,62 
0,00E+0

0 
1,00E-04 23,42 1,00 

DRM DSM PA14_2182
0 

peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase, FkbP-type 

YP_789913.
1 

3 90,1 3,00E-04 7,00E-04 2,76 1,00 
DRM DSM PA14_2205

0 
lipid A biosynthesis lauroyl 

acyltransferase 

YP_789935.
1 

8 421,63 1,25E-02 1,10E-02 2,61 0,82 
DRM DSM PA14_2231

0 
hypothetical protein 

YP_789965.
1 

9 565,7 3,00E-04 7,00E-04 6,41 1,00 
DRM DSM PA14_2265

0 
ABC transporter 

YP_789966.
1 

15 1096,53 2,00E-03 2,70E-03 2,94 0,98 
DRM DSM PA14_2266

0 
hypothetical protein 

YP_789968.
1 

7 460,05 9,80E-03 9,30E-03 2,19 0,86 
DRM DSM PA14_2268

0 
ABC transporter permease 

YP_789976.
1 

2 79,02 9,00E-04 1,60E-03 7,70 1,00 
DRM DSM PA14_2277

0 
hypothetical protein 

YP_789991.
1 

8 343,86 
0,00E+0

0 
1,00E-04 4,02 1,00 

DRM DSM PA14_2299
0 

ABC sugar transporter 
permease 

YP_789992.
1 

2 66,95 7,00E-04 1,20E-03 2,23 1,00 
DRM DSM PA14_2300

0 
ABC sugar transporter 

permease 

YP_790009.
1 

16 1479,77 4,90E-03 5,40E-03 4,68 0,93 
DRM DSM PA14_2322

0 
3-demethylubiquinone-9 3-

methyltransferase 

YP_790061.
1 

10 599,17 8,80E-03 8,50E-03 1,66 0,87 
DRM DSM PA14_2386

0 
acetyl-CoA carboxylase 

subunit beta 

YP_790069.
1 

3 206,24 1,50E-03 2,20E-03 11,38 0,99 
DRM DSM PA14_2398

0 
secretion protein XcpP 

YP_790072.
1 

8 633,58 
0,00E+0

0 
1,00E-04 16,25 1,00 

DRM DSM PA14_2402
0 

general secretion pathway 
protein G 

YP_790075.
1 

2 259,47 3,80E-03 4,40E-03 3,83 0,95 
DRM DSM PA14_2406

0 
general secretion pathway 

protein J 

YP_790076.
1 

2 76,22 1,00E-04 4,00E-04 4,62 1,00 
DRM DSM PA14_2407

0 
general secretion pathway 

protein K 
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YP_790077.
1 

6 312,28 4,60E-03 5,10E-03 3,20 0,94 
DRM DSM PA14_2408

0 
general secretion pathway 

protein L 

YP_790078.
1 

4 182,47 1,20E-03 1,90E-03 11,29 0,99 
DRM DSM PA14_2410

0 
general secretion pathway 

protein M 

YP_790080.
1 

8 591,04 3,56E-02 2,49E-02 2,82 0,61 
DRM DSM PA14_2415

0 
hypothetical protein 

YP_790087.
1 

2 91,29 1,10E-03 1,80E-03 6,04 0,99 
DRM DSM PA14_2424

0 
hypothetical protein 

YP_790091.
1 

7 345,22 9,00E-04 1,50E-03 5,57 1,00 
DRM DSM PA14_2429

0 
glycine betaine transmethylase 

YP_790094.
1 

3 124,37 9,90E-03 9,30E-03 2,99 0,86 
DRM DSM PA14_2433

0 
hypothetical protein 

YP_790099.
1 

19 1222,03 
0,00E+0

0 
2,00E-04 7,41 1,00 

DRM DSM PA14_2438
0 

hypothetical protein 

YP_790100.
1 

6 279,39 3,30E-02 2,35E-02 2,60 0,63 
DRM DSM PA14_2439

0 
hypothetical protein 

YP_790101.
1 

2 103,81 1,48E-02 1,24E-02 87,86 0,79 
DRM DSM PA14_2440

0 
von Willebrand factor A 

YP_790121.
1 

16 1079,9 1,10E-03 1,70E-03 5,23 1,00 
DRM DSM PA14_2464

0 
dihydroorotate dehydrogenase 

2 

YP_790130.
1 

2 153,01 4,78E-02 3,16E-02 2,55 0,55 
DRM DSM PA14_2474

0 
hypothetical protein 

YP_790131.
1 

3 256,5 2,70E-03 3,40E-03 3,72 0,97 
DRM DSM PA14_2476

0 
hypothetical protein 

YP_790141.
1 

2 480,69 
0,00E+0

0 
1,00E-04 120,79 1,00 

DRM DSM PA14_2488
0 

lipoprotein 

YP_790172.
1 

2 104,56 1,00E-04 3,00E-04 2,75 1,00 
DRM DSM PA14_2527

0 
aromatic amino acid transport 

protein AroP1 

YP_790174.
1 

3 119,41 2,76E-02 2,05E-02 1,89 0,67 
DRM DSM PA14_2530

5 
Na(+)-translocating NADH-

quinone reductase subunit B 

YP_790175.
1 

8 485,8 
0,00E+0

0 
1,00E-04 2,70 1,00 

DRM DSM PA14_2532
0 

Na(+)-translocating NADH-
quinone reductase subunit C 

YP_790176.
1 

4 160,36 7,00E-04 1,20E-03 3,59 1,00 
DRM DSM PA14_2533

0 
Na(+)-translocating NADH-

quinone reductase subunit D 
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YP_790179.
1 

11 783,88 
0,00E+0

0 
1,00E-04 7,12 1,00 

DRM DSM PA14_2536
0 

thiamine biosynthesis 
lipoprotein 

YP_790190.
1 

5 373,6 
0,00E+0

0 
2,00E-04 22,63 1,00 

DRM DSM PA14_2549
0 

tolQ-type transport protein 

YP_790204.
1 

2 106,35 
0,00E+0

0 
1,00E-04 4,85 1,00 

DRM DSM PA14_2564
0 

glycerol-3-phosphate 
acyltransferase PlsX 

YP_790220.
1 

39 3330,36 
0,00E+0

0 
1,00E-04 8,62 1,00 

DRM DSM PA14_2584
0 

electron transfer flavoprotein-
ubiquinone oxidoreductase 

YP_790224.
1 

10 569,81 
0,00E+0

0 
1,00E-04 7,71 1,00 

DRM DSM PA14_2591
0 

lipase 

YP_790234.
1 

13 815,63 1,00E-04 3,00E-04 3,64 1,00 
DRM DSM PA14_2602

0 
aminopeptidase 

YP_790273.
1 

4 226,07 1,70E-03 2,40E-03 3,85 0,99 
DRM DSM PA14_2655

0 
lipoprotein 

YP_790274.
1 

14 1431,75 1,10E-03 1,70E-03 4,19 1,00 
DRM DSM PA14_2656

0 
outer membrane protein 

YP_790278.
1 

3 128,16 1,09E-02 9,90E-03 4,25 0,84 
DRM DSM PA14_2660

0 
SbrI 

YP_790291.
1 

2 189,42 9,00E-04 1,50E-03 17,90 1,00 
DRM DSM PA14_2678

0 
hypothetical protein 

YP_790307.
1 

24 2399,5 
0,00E+0

0 
1,00E-04 7,30 1,00 

DRM DSM PA14_2700
0 

chemotaxis transducer 

YP_790310.
1 

3 334,43 
0,00E+0

0 
1,00E-04 7,49 1,00 

DRM DSM PA14_2707
0 

hypothetical protein 

YP_790343.
1 

15 1296,94 
0,00E+0

0 
1,00E-04 5,53 1,00 

DRM DSM PA14_2748
0 

heat shock protein HtpX 

YP_790353.
1 

4 193,04 3,08E-02 2,22E-02 3,77 0,65 
DRM DSM PA14_2759

0 
hypothetical protein 

YP_790364.
1 

59 5163,09 
0,00E+0

0 
1,00E-04 14,26 1,00 

DRM DSM PA14_2773
0 

acyl-CoA dehydrogenase 

YP_790368.
1 

3 295,53 
0,00E+0

0 
2,00E-04 7,72 1,00 

DRM DSM PA14_2778
0 

ABC transporter permease 

YP_790391.
1 

20 1809,35 1,00E-04 4,00E-04 3,81 1,00 
DRM DSM PA14_2805

0 
chemotaxis transducer 



Annexes 

276 
 

YP_790402.
1 

3 99,68 7,00E-04 1,30E-03 6,54 1,00 
DRM DSM PA14_2817

0 
formate/nitrate transporter 

YP_790403.
1 

18 1160,87 2,00E-04 7,00E-04 3,99 1,00 
DRM DSM PA14_2818

0 
hypothetical protein 

YP_790435.
1 

2 89,08 1,00E-04 3,00E-04 40,48 1,00 
DRM DSM PA14_2853

0 
hypothetical protein 

YP_790487.
1 

2 121,34 1,22E-02 1,08E-02 2,55 0,82 
DRM DSM PA14_2912

0 
hypothetical protein 

YP_790500.
1 

2 104,53 5,50E-03 5,80E-03 6,81 0,93 
DRM DSM PA14_2927

0 
outer membrane lipoprotein 

YP_790542.
1 

24 1407,97 1,00E-04 4,00E-04 2,42 1,00 
DRM DSM PA14_2980

0 
chemotaxis transducer 

YP_790545.
1 

4 247,61 
0,00E+0

0 
0,00E+0

0 
26,66 1,00 

DRM DSM PA14_2985
0 

NADH dehydrogenase subunit 
N 

YP_790546.
1 

5 371,55 
0,00E+0

0 
0,00E+0

0 
8,02 1,00 

DRM DSM PA14_2986
0 

NADH dehydrogenase subunit 
M 

YP_790547.
1 

4 263,45 1,00E-04 3,00E-04 3,64 1,00 
DRM DSM PA14_2988

0 
NADH dehydrogenase subunit 

L 

YP_790551.
1 

9 564,64 
0,00E+0

0 
0,00E+0

0 
9,11 1,00 

DRM DSM PA14_2993
0 

NADH dehydrogenase subunit 
H 

YP_790557.
1 

2 174,62 
0,00E+0

0 
1,00E-04 14,79 1,00 

DRM DSM PA14_3002
0 

NADH dehydrogenase subunit 
A 

YP_790590.
1 

2 350,84 
0,00E+0

0 
1,00E-04 52,07 1,00 

DRM DSM PA14_3041
0 

hypothetical protein 

YP_790607.
1 

30 2175,8 
0,00E+0

0 
1,00E-04 3,40 1,00 

DRM DSM PA14_3063
0 

FAD-dependent 
monooxygenase 

YP_790610.
1 

3 153,26 6,30E-03 6,50E-03 11,05 0,91 
DRM DSM 

PA14_3067
0 

CDP-diacylglycerol--glycerol-3-
phosphate 3-

phosphatidyltransferase 

YP_790622.
1 

10 668,73 3,00E-04 7,00E-04 1,67 1,00 
DRM DSM PA14_3082

0 
methyl-accepting chemotaxis 

transducer 

YP_790638.
1 

4 189,74 3,30E-03 4,00E-03 3,63 0,96 
DRM DSM PA14_3099

0 
hypothetical protein 
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YP_790670.
1 

3 121,76 4,39E-02 2,95E-02 2,41 0,57 
DRM DSM PA14_3136

0 
hypothetical protein 

YP_790677.
1 

5 556,05 1,00E-04 3,00E-04 15,89 1,00 
DRM DSM PA14_3144

0 
hypothetical protein 

YP_790694.
1 

9 499,56 2,00E-04 5,00E-04 7,44 1,00 
DRM DSM PA14_3168

0 
hypothetical protein 

YP_790701.
1 

2 116,45 
0,00E+0

0 
2,00E-04 17,27 1,00 

DRM DSM PA14_3176
0 

phosphatidate 
cytidylyltransferase 

YP_790760.
1 

5 299,67 1,00E-04 3,00E-04 24,99 1,00 
DRM DSM PA14_3260

0 
thiol:disulfide interchange 

protein 

YP_790783.
1 

2 108,96 1,00E-03 1,60E-03 16,68 1,00 
DRM DSM PA14_3289

0 
hypothetical protein 

YP_790827.
1 

26 1940,62 
0,00E+0

0 
1,00E-04 13,21 1,00 

DRM DSM PA14_3345
0 

trehalase 

YP_790829.
1 

13 819,28 2,00E-04 6,00E-04 5,94 1,00 
DRM DSM PA14_3348

0 
L-sorbosone dehydrogenase 

YP_790854.
1 

3 115,06 1,90E-03 2,60E-03 6,93 0,98 
DRM DSM PA14_3378

0 
transmembrane sensor 

YP_790877.
1 

2 112,5 3,80E-02 2,62E-02 3,80 0,60 
DRM DSM PA14_3405

0 
HsiC3 

YP_790908.
1 

7 408,12 2,87E-02 2,11E-02 2,28 0,66 
DRM DSM PA14_3446

0 
hypothetical protein 

YP_790912.
1 

4 321,84 1,41E-02 1,20E-02 10,94 0,80 
DRM DSM PA14_3452

0 
ABC transporter permease 

YP_790918.
1 

3 159,85 5,00E-04 1,00E-03 3,90 1,00 
DRM DSM PA14_3463

0 
gluconate permease 

YP_790934.
1 

9 546,97 4,10E-03 4,70E-03 2,02 0,95 
DRM DSM PA14_3481

0 
non-ribosomal peptide 

synthetase 

YP_790937.
1 

49 3265,37 4,10E-03 4,70E-03 2,22 0,95 
DRM DSM PA14_3484

0 
non-ribosomal peptide 

synthetase 

YP_790946.
1 

38 2755,95 4,00E-03 4,60E-03 6,20 0,95 
DRM DSM PA14_3497

0 
glucose dehydrogenase 

YP_790972.
1 

2 133,2 1,40E-03 2,10E-03 9,60 0,99 
DRM DSM PA14_3530

0 
hypothetical protein 
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YP_791055.
1 

3 136,01 6,20E-03 6,40E-03 3,74 0,91 
DRM DSM PA14_3631

0 
hydrogen cyanide synthase 

HcnC 

YP_791166.
1 

2 158,29 1,80E-02 1,44E-02 2,07 0,76 
DRM DSM PA14_3769

0 
sensory box protein 

YP_791170.
1 

2 67,22 2,90E-03 3,60E-03 7,80 0,97 
DRM DSM PA14_3776

0 
MFS transporter 

YP_791235.
1 

9 408,91 7,00E-04 1,30E-03 3,68 1,00 
DRM DSM PA14_3858

0 
hypothetical protein 

YP_791271.
1 

4 381,98 
0,00E+0

0 
1,00E-04 10,69 1,00 

DRM DSM PA14_3907
0 

hypothetical protein 

YP_791289.
1 

4 337,15 3,00E-03 3,70E-03 5,57 0,97 
DRM DSM PA14_3927

0 
hypothetical protein 

YP_791292.
1 

2 115,96 1,00E-04 3,00E-04 6,52 1,00 
DRM DSM PA14_3932

0 
membrane protein component 

of ABC ribose transporter 

YP_791350.
1 

3 362,09 8,00E-04 1,40E-03 4,61 1,00 
DRM DSM PA14_4008

0 
hypothetical protein 

YP_791364.
1 

3 162,23 1,00E-04 4,00E-04 3,12 1,00 
DRM DSM PA14_4025

0 
outer membrane protein 

YP_791380.
1 

18 1330,4 
0,00E+0

0 
1,00E-04 6,56 1,00 

DRM DSM PA14_4043
0 

hypothetical protein 

YP_791381.
1 

2 68,02 3,75E-02 2,60E-02 1,82 0,60 
DRM DSM PA14_4044

0 
LysR family transcriptional 

regulator 

YP_791384.
1 

6 416,99 4,00E-04 9,00E-04 4,60 1,00 
DRM DSM PA14_4049

0 
hypothetical protein 

YP_791424.
1 

2 75,91 1,41E-02 1,20E-02 1,60 0,80 
DRM DSM PA14_4101

0 
amino acid permease 

YP_791434.
1 

7 463,3 1,00E-04 3,00E-04 3,63 1,00 
DRM DSM 

PA14_4114
0 

peptidyl nucleoside antibiotic 
ABC transporter permease 

NppB 

YP_791453.
1 

3 203,07 1,00E-04 4,00E-04 3,14 1,00 
DRM DSM PA14_4140

0 
UDP-2,3-diacylglucosamine 

hydrolase 

YP_791478.
1 

14 863,35 1,08E-02 9,90E-03 2,29 0,84 
DRM DSM PA14_4171

0 
hypothetical protein 
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YP_791500.
1 

5 317,66 
0,00E+0

0 
1,00E-04 3,17 1,00 

DRM DSM PA14_4198
0 

hypothetical protein 

YP_791536.
1 

4 209,16 5,10E-03 5,50E-03 5,98 0,93 
DRM DSM PA14_4244

0 
translocator outer membrane 

protein PopD precursor 

YP_791537.
1 

8 389,78 1,90E-03 2,70E-03 3,64 0,98 
DRM DSM PA14_4245

0 
translocator protein PopB 

YP_791556.
1 

12 688,26 7,90E-03 7,80E-03 2,46 0,89 
DRM DSM PA14_4267

0 
hypothetical protein 

YP_791598.
1 

4 205,48 
0,00E+0

0 
1,00E-04 9,72 1,00 

DRM DSM PA14_4315
0 

hypothetical protein 

YP_791599.
1 

2 178,86 3,00E-04 8,00E-04 9,10 1,00 
DRM DSM PA14_4316

0 
transporter 

YP_791610.
1 

4 190,71 6,00E-04 1,20E-03 7,15 1,00 
DRM DSM PA14_4329

0 
lipoprotein 

YP_791636.
1 

4 462,78 
0,00E+0

0 
1,00E-04 13,20 1,00 

DRM DSM PA14_4363
0 

lipase 

YP_791638.
1 

4 213,77 1,40E-03 2,10E-03 8,10 0,99 
DRM DSM PA14_4365

0 
hypothetical protein 

YP_791643.
1 

4 469,65 9,50E-03 9,00E-03 5,31 0,86 
DRM DSM PA14_4371

0 
methyl-accepting chemotaxis 

transducer 

YP_791659.
1 

2 70,21 
0,00E+0

0 
2,00E-04 70,53 1,00 

DRM DSM PA14_4390
0 

hypothetical protein 

YP_791667.
1 

16 1050,86 1,34E-02 1,15E-02 1,57 0,81 
DRM DSM PA14_4402

0 
succinate dehydrogenase iron-

sulfur subunit 

YP_791669.
1 

4 176,58 
0,00E+0

0 
2,00E-04 14,69 1,00 

DRM DSM PA14_4405
0 

succinate dehydrogenase (D 
subunit) 

YP_791670.
1 

6 632,55 1,00E-04 3,00E-04 5,13 1,00 
DRM DSM PA14_4406

0 
succinate dehydrogenase, 
cytochrome b556 subunit 

YP_791692.
1 

12 612,1 1,20E-03 1,90E-03 1,76 0,99 
DRM DSM PA14_4430

0 
aerotaxis receptor Aer 

YP_791695.
1 

3 248,6 
0,00E+0

0 
1,00E-04 5,07 1,00 

DRM DSM PA14_4434
0 

cbb3-type cytochrome c 
oxidase subunit I 

YP_791696.
1 

14 1086,84 4,00E-04 9,00E-04 3,19 1,00 
DRM DSM PA14_4435

0 
cbb3-type cytochrome c 

oxidase subunit II 
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YP_791697.
1 

21 2163,26 1,00E-04 3,00E-04 5,18 1,00 
DRM DSM PA14_4436

0 
cytochrome c oxidase, cbb3-

type subunit III 

YP_791698.
1 

3 256,82 1,00E-04 3,00E-04 3,44 1,00 
DRM DSM PA14_4437

0 
cbb3-type cytochrome c 

oxidase subunit I 

YP_791699.
1 

7 726,89 1,00E-04 3,00E-04 6,21 1,00 
DRM DSM PA14_4438

0 
cbb3-type cytochrome c 

oxidase subunit II 

YP_791700.
1 

2 117,42 1,44E-02 1,22E-02 6,59 0,80 
DRM DSM PA14_4439

0 
cytochrome c oxidase subunit 

YP_791701.
1 

27 2531,71 4,00E-04 8,00E-04 2,46 1,00 
DRM DSM PA14_4440

0 
cytochrome c oxidase, cbb3-

type subunit III 

YP_791703.
1 

6 353,04 1,10E-03 1,80E-03 1,93 0,99 
DRM DSM PA14_4443

0 
hypothetical protein 

YP_791704.
1 

4 228,75 2,96E-02 2,15E-02 3,46 0,65 
DRM DSM PA14_4444

0 
cation-transporting P-type 

ATPase 

YP_791725.
1 

9 989,46 6,00E-04 1,20E-03 2,39 1,00 
DRM DSM PA14_4467

0 
cell division protein ZipA 

YP_791740.
1 

2 41,93 
0,00E+0

0 
2,00E-04 5,23 1,00 

DRM DSM PA14_4488
0 

hypothetical protein 

YP_791770.
1 

3 201,14 3,00E-04 7,00E-04 24,60 1,00 
DRM DSM PA14_4526

0 
hypothetical protein 

YP_791771.
1 

25 1777,78 
0,00E+0

0 
2,00E-04 5,13 1,00 

DRM DSM PA14_4528
0 

cytochrome c-type biogenesis 
protein 

YP_791772.
1 

2 106,59 1,58E-02 1,30E-02 3,21 0,78 
DRM DSM PA14_4529

0 
cytochrome C-type biogenesis 

protein CcmH 

YP_791773.
1 

7 532,31 1,00E-04 3,00E-04 5,25 1,00 
DRM DSM PA14_4530

0 
cytochrome C biogenesis 

protein CcmG 

YP_791774.
1 

6 305,84 5,00E-04 1,00E-03 4,56 1,00 
DRM DSM PA14_4531

0 
cytochrome C-type biogenesis 

protein CcmF 

YP_791776.
1 

2 73,88 4,20E-03 4,80E-03 7,90 0,95 
DRM DSM PA14_4534

0 
heme exporter protein 

YP_791779.
1 

2 75,9 2,93E-02 2,14E-02 1,78 0,66 
DRM DSM PA14_4538

0 
cytochrome c biogenesis 

protein CcmA 

YP_791792.
1 

4 324,12 
0,00E+0

0 
1,00E-04 7,69 1,00 

DRM DSM PA14_4556
0 

flagellar motor protein 
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YP_791795.
1 

11 566,45 2,55E-02 1,93E-02 2,12 0,69 
DRM DSM PA14_4561

0 
chemotaxis protein CheZ 

YP_791800.
1 

2 114,68 1,16E-02 1,04E-02 17,52 0,83 
DRM DSM PA14_4568

0 
flagellar biosynthesis protein 

FlhA 

YP_791806.
1 

4 164,77 3,00E-04 7,00E-04 10,64 1,00 
DRM DSM PA14_4577

0 
flagellar biosynthesis protein 

FliP 

YP_791810.
1 

5 326,89 8,70E-03 8,40E-03 3,44 0,87 
DRM DSM PA14_4581

0 
flagellar basal body-associated 

protein FliL 

YP_791823.
1 

7 442,67 7,00E-04 1,30E-03 2,90 1,00 
DRM DSM PA14_4597

0 
cation-transporting P-type 

ATPase 

YP_791843.
1 

14 650,7 1,10E-02 1,00E-02 1,77 0,84 
DRM DSM PA14_4624

0 
hypothetical protein 

YP_791904.
1 

7 718,39 
0,00E+0

0 
2,00E-04 20,59 1,00 

DRM DSM PA14_4692
0 

ABC transporter permease 

YP_791921.
1 

10 564,27 8,00E-04 1,40E-03 9,13 1,00 
DRM DSM PA14_4712

0 
hypothetical protein 

YP_791937.
1 

3 320,79 6,00E-03 6,30E-03 17,12 0,92 
DRM DSM PA14_4732

0 
hypothetical protein 

YP_791940.
1 

2 145,16 7,00E-04 1,30E-03 11,37 1,00 
DRM DSM PA14_4735

0 
hypothetical protein 

YP_791944.
1 

3 228,7 1,60E-03 2,30E-03 7,26 0,99 
DRM DSM PA14_4739

0 
transmembrane sensor 

YP_791952.
1 

20 1729,65 
0,00E+0

0 
1,00E-04 5,50 1,00 

DRM DSM PA14_4749
0 

hypothetical protein 

YP_791998.
1 

8 362,92 1,90E-03 2,60E-03 1,68 0,98 
DRM DSM PA14_4810

0 
alkaline protease secretion 

protein AprE 

YP_791999.
1 

12 967,33 2,53E-02 1,92E-02 2,08 0,69 
DRM DSM PA14_4811

5 
alkaline protease secretion 

protein AprD 

YP_792000.
1 

6 198,05 5,70E-03 6,00E-03 4,07 0,92 
DRM DSM PA14_4814

0 
hypothetical protein 

YP_792028.
1 

4 219,8 3,00E-04 7,00E-04 6,71 1,00 
DRM DSM PA14_4852

0 
membrane-bound lytic murein 

transglycosylase A 

YP_792052.
1 

3 243,64 5,00E-04 1,00E-03 10,32 1,00 
DRM DSM PA14_4880

0 
hypothetical protein 
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YP_792086.
1 

2 96,55 3,92E-02 2,70E-02 1,55 0,59 
DRM DSM PA14_4917

0 
two-component sensor PhoQ 

YP_792148.
1 

11 600,11 2,00E-04 5,00E-04 12,36 1,00 
DRM DSM PA14_4990

0 
hypothetical protein 

YP_792168.
1 

4 214,96 4,10E-03 4,70E-03 2,54 0,95 
DRM DSM PA14_5014

0 
flagellar MS-ring protein 

YP_792205.
1 

14 1158,14 
0,00E+0

0 
1,00E-04 7,83 1,00 

DRM DSM PA14_5063
0 

hypothetical protein 

YP_792213.
1 

3 224,3 3,60E-02 2,51E-02 1,73 0,61 
DRM DSM PA14_5071

0 
ShaD 

YP_792235.
1 

2 100,67 4,20E-03 4,80E-03 1,50 0,95 
DRM DSM PA14_5094

0 
hypothetical protein 

YP_792238.
1 

29 1743,57 
0,00E+0

0 
1,00E-04 3,52 1,00 

DRM DSM PA14_5098
0 

penicillin amidase 

YP_792260.
1 

17 1310,52 4,40E-03 4,90E-03 4,64 0,94 
DRM DSM PA14_5126

0 
hypothetical protein 

YP_792264.
1 

3 97,29 1,50E-03 2,20E-03 4,88 0,99 
DRM DSM PA14_5130

0 
hypothetical protein 

YP_792301.
1 

13 1637,12 6,80E-03 6,90E-03 5,49 0,90 
DRM DSM PA14_5171

0 
peptidoglycan associated 
lipoprotein OprL precursor 

YP_792302.
1 

38 3527,86 2,20E-03 2,90E-03 4,59 0,98 
DRM DSM PA14_5172

0 
translocation protein TolB 

YP_792303.
1 

9 701,01 
0,00E+0

0 
2,00E-04 4,30 1,00 

DRM DSM PA14_5173
0 

TolA protein 

YP_792304.
1 

12 743,91 
0,00E+0

0 
1,00E-04 14,46 1,00 

DRM DSM PA14_5174
0 

TolR protein 

YP_792305.
1 

12 1160,4 
0,00E+0

0 
0,00E+0

0 
7,90 1,00 

DRM DSM PA14_5175
0 

TolQ protein 

YP_792319.
1 

6 435,05 9,00E-04 1,60E-03 3,37 1,00 
DRM DSM PA14_5191

0 
hypothetical protein 

YP_792321.
1 

4 271,21 
0,00E+0

0 
2,00E-04 3,87 1,00 

DRM DSM PA14_5193
0 

thioredoxin 

YP_792329.
1 

18 1681,55 
0,00E+0

0 
2,00E-04 25,56 1,00 

DRM DSM PA14_5202
0 

hypothetical protein 
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YP_792338.
1 

14 714,51 2,14E-02 1,67E-02 1,55 0,72 
DRM DSM PA14_5213

0 
hypothetical protein 

YP_792343.
1 

2 49,03 1,02E-02 9,50E-03 2,21 0,85 
DRM DSM PA14_5219

0 
23S rRNA 5-methyluridine 

methyltransferase 

YP_792348.
1 

11 833,36 2,00E-04 6,00E-04 3,63 1,00 
DRM DSM PA14_5226

0 
sensor/response regulator 

hybrid 

YP_792356.
1 

5 152,49 1,80E-03 2,50E-03 2,63 0,99 
DRM DSM PA14_5235

0 
hypothetical protein 

YP_792358.
1 

2 156,65 6,00E-04 1,20E-03 4,04 1,00 
DRM DSM PA14_5238

0 
cytochrome b561 

YP_792386.
1 

2 120,27 3,00E-04 7,00E-04 11,30 1,00 
DRM DSM PA14_5277

0 
arginine/ornithine transport 

protein AotM 

YP_792387.
1 

3 46,62 7,40E-03 7,30E-03 10,14 0,89 
DRM DSM PA14_5278

0 
arginine/ornithine transport 

protein AotQ 

YP_792409.
1 

11 965,3 
0,00E+0

0 
1,00E-04 26,45 1,00 

DRM DSM PA14_5304
0 

lysozyme inhibitor 

YP_792431.
1 

2 140,44 1,70E-03 2,40E-03 2,97 0,99 
DRM DSM PA14_5333

0 
sulfate transport protein CysZ 

YP_792436.
1 

3 93,02 3,30E-03 4,00E-03 5,04 0,96 
DRM DSM PA14_5339

0 
hypothetical protein 

YP_792501.
1 

12 704,56 
0,00E+0

0 
1,00E-04 5,92 1,00 

DRM DSM PA14_5415
0 

sodium/proline symporter PutP 

YP_792506.
1 

3 269,99 
0,00E+0

0 
1,00E-04 8,84 1,00 

DRM DSM PA14_5422
0 

inhibitor of cysteine peptidase 

YP_792515.
1 

3 160,84 1,00E-04 3,00E-04 6,57 1,00 
DRM DSM PA14_5434

0 
hypothetical protein 

YP_792516.
1 

26 1381,08 
0,00E+0

0 
0,00E+0

0 
13,10 1,00 

DRM DSM PA14_5435
0 

signal peptidase I 

YP_792521.
1 

5 524,82 1,22E-02 1,08E-02 9,33 0,82 
DRM DSM PA14_5442

0 
anti-sigma factor MucA 

YP_792542.
1 

2 128,12 3,30E-03 4,00E-03 4,78 0,96 
DRM DSM PA14_5467

0 
3-hydroxyisobutyrate 

dehydrogenase 

YP_792579.
1 

17 1070,32 1,00E-04 4,00E-04 2,66 1,00 
DRM DSM PA14_5508

0 
hypothetical protein 
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YP_792630.
1 

2 70,03 1,03E-02 9,50E-03 1,82 0,85 
DRM DSM PA14_5569

0 
exodeoxyribonuclease V 

subunit gamma 

YP_792637.
1 

4 252,4 1,00E-04 3,00E-04 2,34 1,00 
DRM DSM PA14_5577

0 
phosphate transporter 

YP_792653.
1 

15 1029,15 8,30E-03 8,10E-03 3,21 0,88 
DRM DSM PA14_5598

0 
hypothetical protein 

YP_792654.
1 

12 1037,04 3,95E-02 2,71E-02 2,23 0,59 
DRM DSM PA14_5600

0 
chemotactic transducer PctA 

YP_792671.
1 

2 89,18 9,50E-03 9,00E-03 2,84 0,86 
DRM DSM PA14_5620

0 
lipoprotein 

YP_792703.
1 

7 326,49 1,60E-03 2,40E-03 4,31 0,99 
DRM DSM PA14_5668

0 
ferrous iron transport protein B 

YP_792705.
1 

3 217,12 1,44E-02 1,22E-02 5,56 0,80 
DRM DSM PA14_5670

0 
hypothetical protein 

YP_792707.
1 

10 563,65 2,80E-03 3,50E-03 2,34 0,97 
DRM DSM PA14_5673

0 
hypothetical protein 

YP_792714.
1 

3 222,4 2,00E-03 2,70E-03 7,30 0,98 
DRM DSM PA14_5681

0 
lemA-like protein 

YP_792715.
1 

38 4023,2 
0,00E+0

0 
1,00E-04 22,50 1,00 

DRM DSM PA14_5683
0 

metalloproteinase outer 
membrane 

YP_792716.
1 

18 950,6 1,00E-04 3,00E-04 8,74 1,00 
DRM DSM PA14_5684

0 
hypothetical protein 

YP_792717.
1 

26 2155,62 
0,00E+0

0 
1,00E-04 19,38 1,00 

DRM DSM PA14_5685
0 

lipoprotein 

YP_792740.
1 

10 960,23 1,60E-03 2,30E-03 3,16 0,99 
DRM DSM PA14_5711

0 
hypothetical protein 

YP_792758.
1 

9 414,23 1,43E-02 1,21E-02 2,34 0,80 
DRM DSM 

PA14_5734
0 

UDPdiphospho-
muramoylpentapeptide beta-N- 
acetylglucosaminyltransferase 

YP_792769.
1 

28 3058,32 
0,00E+0

0 
1,00E-04 17,44 1,00 

DRM DSM PA14_5748
0 

lipoprotein 

YP_792772.
1 

16 1490,66 
0,00E+0

0 
1,00E-04 10,09 1,00 

DRM DSM PA14_5751
0 

secreted lipoprotein 
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YP_792775.
1 

23 1418,16 7,00E-04 1,20E-03 3,67 1,00 
DRM DSM PA14_5754

0 
cytochrome c1 

YP_792776.
1 

14 830,19 9,00E-04 1,50E-03 3,38 1,00 
DRM DSM PA14_5756

0 
cytochrome b 

YP_792786.
1 

13 1396,83 
0,00E+0

0 
1,00E-04 11,60 1,00 

DRM DSM PA14_5769
0 

hypothetical protein 

YP_792791.
1 

16 973,21 1,00E-04 3,00E-04 4,51 1,00 
DRM DSM PA14_5776

0 
AlgW protein 

YP_792804.
1 

5 401,06 2,31E-02 1,78E-02 2,20 0,71 
DRM DSM PA14_5791

0 
hypothetical protein 

YP_792832.
1 

3 321,06 
0,00E+0

0 
1,00E-04 25,45 1,00 

DRM DSM PA14_5823
0 

hypothetical protein 

YP_792834.
1 

41 2618,64 2,00E-04 7,00E-04 5,37 1,00 
DRM DSM PA14_5825

0 
hypothetical protein 

YP_792836.
1 

21 1360,01 
0,00E+0

0 
2,00E-04 10,61 1,00 

DRM DSM PA14_5827
0 

hypothetical protein 

YP_792839.
1 

5 168,14 1,80E-03 2,60E-03 2,27 0,99 
DRM DSM PA14_5832

0 
two-component sensor 

YP_792848.
1 

11 845,23 5,00E-04 1,00E-03 6,53 1,00 
DRM DSM PA14_5844

0 
dipeptide ABC transporter 

permease DppB 

YP_792849.
1 

6 308,46 3,00E-04 7,00E-04 3,69 1,00 
DRM DSM PA14_5845

0 
dipeptide ABC transporter 

permease DppC 

YP_792858.
1 

3 192,98 7,00E-04 1,30E-03 10,33 1,00 
DRM DSM PA14_5856

0 
oxidoreductase 

YP_792865.
1 

6 381,46 2,80E-03 3,50E-03 3,12 0,97 
DRM DSM PA14_5865

0 
chemotaxis transducer 

YP_792866.
1 

2 87,3 7,10E-03 7,10E-03 6,65 0,90 
DRM DSM PA14_5866

0 
hypothetical protein 

YP_792871.
1 

9 887,3 2,30E-03 3,00E-03 8,34 0,98 
DRM DSM PA14_5873

0 
type IV pilin structural subunit 

YP_792875.
1 

4 203,9 
0,00E+0

0 
1,00E-04 12,84 1,00 

DRM DSM PA14_5877
0 

type 4 prepilin peptidase PilD 

YP_792919.
1 

2 52,96 2,70E-03 3,40E-03 7,63 0,97 
DRM DSM PA14_5923

0 
colicin immunity protein 
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YP_793006.
1 

20 1498,95 
0,00E+0

0 
1,00E-04 6,44 1,00 

DRM DSM PA14_6023
0 

competence protein ComL 

YP_793011.
1 

2 118,12 5,70E-03 6,00E-03 5,78 0,92 
DRM DSM PA14_6028

0 
type 4 fimbrial biogenesis 

protein FimU 

YP_793012.
1 

2 184,13 4,40E-03 5,00E-03 5,00 0,94 
DRM DSM PA14_6029

0 
type 4 fimbrial biogenesis 

protein PilW 

YP_793038.
1 

4 162,17 9,50E-03 9,00E-03 3,16 0,86 
DRM DSM PA14_6058

0 
hypothetical protein 

YP_793065.
1 

15 1207,15 7,00E-04 1,20E-03 3,29 1,00 
DRM DSM PA14_6095

0 
hypothetical protein 

YP_793069.
1 

2 114,97 
0,00E+0

0 
1,00E-04 35,54 1,00 

DRM DSM PA14_6100
0 

hypothetical protein 

YP_793092.
1 

5 268,26 1,61E-02 1,31E-02 1,57 0,78 
DRM DSM PA14_6129

0 
lipoprotein 

YP_793102.
1 

22 1420,47 2,67E-02 2,00E-02 3,01 0,68 
DRM DSM PA14_6140

0 
malate:quinone 
oxidoreductase 

YP_793118.
1 

5 396,69 1,50E-03 2,30E-03 3,77 0,99 
DRM DSM PA14_6159

0 
hypothetical protein 

YP_793123.
1 

11 1152,46 3,00E-04 8,00E-04 9,74 1,00 
DRM DSM PA14_6165

0 
Lipid A 3-O-deacylase 

YP_793129.
1 

24 1472,48 3,54E-02 2,48E-02 2,39 0,61 
DRM DSM PA14_6172

0 
hypothetical protein 

YP_793130.
1 

9 666,53 4,00E-04 9,00E-04 3,38 1,00 
DRM DSM PA14_6174

0 
outer membrane lipoprotein 

LolB 

YP_793151.
1 

21 1331,93 1,20E-02 1,07E-02 2,09 0,83 
DRM DSM PA14_6202

0 
paraquat-inducible protein B-

like protein 

YP_793162.
1 

9 758,63 1,00E-04 3,00E-04 10,49 1,00 
DRM DSM PA14_6219

0 
hypothetical protein 

YP_793163.
1 

13 596,14 1,41E-02 1,20E-02 2,78 0,80 
DRM DSM PA14_6220

0 
penicillin-binding protein 1B 

YP_793168.
1 

5 229,7 7,00E-04 1,30E-03 8,23 1,00 
DRM DSM PA14_6227

0 
hypothetical protein 

YP_793169.
1 

3 227,75 4,84E-02 3,19E-02 21,11 0,54 
DRM DSM PA14_6228

0 
hemin importer ATP-binding 

subunit 
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YP_793170.
1 

3 241,08 9,00E-03 8,70E-03 2,67 0,87 
DRM DSM PA14_6229

0 
ABC transporter permease 

YP_793176.
1 

2 88,89 5,00E-04 1,00E-03 6,01 1,00 
DRM DSM PA14_6238

0 
hypothetical protein 

YP_793182.
1 

3 157,56 1,00E-04 4,00E-04 31,36 1,00 
DRM DSM PA14_6244

0 
transporter 

YP_793189.
1 

4 168,73 2,00E-04 6,00E-04 4,78 1,00 
DRM DSM PA14_6253

0 
two-component sensor CbrA 

YP_793199.
1 

37 2268,54 3,82E-02 2,63E-02 2,03 0,60 
DRM DSM PA14_6265

0 
hypothetical protein 

YP_793211.
1 

5 287,77 
0,00E+0

0 
1,00E-04 50,11 1,00 

DRM DSM PA14_6281
0 

preprotein translocase subunit 
SecG 

YP_793215.
1 

20 1556,3 4,50E-03 5,00E-03 5,44 0,94 
DRM DSM PA14_6286

0 
cell division protein FtsH 

YP_793226.
1 

11 866,39 3,00E-04 7,00E-04 5,36 1,00 
DRM DSM PA14_6299

0 
heat shock protein GrpE 

YP_793229.
1 

7 382,92 1,10E-03 1,80E-03 5,34 0,99 
DRM DSM PA14_6303

0 
outer membrane lipoprotein 

OmlA precursor 

YP_793234.
1 

3 166,31 9,00E-04 1,50E-03 4,40 1,00 
DRM DSM PA14_6308

0 
L-lactate permease 

YP_793235.
1 

18 955,59 6,00E-04 1,20E-03 2,97 1,00 
DRM DSM PA14_6309

0 
L-lactate dehydrogenase 

YP_793236.
1 

4 197,4 1,20E-03 1,80E-03 6,83 0,99 
DRM DSM PA14_6310

0 
ferredoxin 

YP_793256.
1 

3 154,2 1,90E-03 2,60E-03 4,05 0,99 
DRM DSM PA14_6333

0 
glycerolphosphodiesterase 

YP_793257.
1 

6 347,32 4,40E-03 5,00E-03 3,44 0,94 
DRM DSM PA14_6334

0 
lipoprotein 

YP_793308.
1 

16 1388,09 3,00E-04 7,00E-04 3,96 1,00 
DRM DSM PA14_6403

0 
hypothetical protein 

YP_793311.
1 

10 684,65 
0,00E+0

0 
2,00E-04 8,20 1,00 

DRM DSM PA14_6408
0 

thiol:disulfide interchange 
protein 

YP_793317.
1 

7 453,24 
0,00E+0

0 
2,00E-04 5,80 1,00 

DRM DSM PA14_6417
0 

hypothetical protein 
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YP_793322.
1 

5 338,51 1,00E-03 1,70E-03 4,99 1,00 
DRM DSM 

PA14_6423
0 

RetS (regulator of 
exopolysaccharide and Type 

III secretion) 

YP_793344.
1 

11 858,36 3,00E-04 7,00E-04 3,90 1,00 
DRM DSM PA14_6448

0 
DNA-binding transcriptional 

activator OsmE 

YP_793383.
1 

15 743,03 1,04E-02 9,60E-03 1,61 0,85 
DRM DSM PA14_6492

0 
methyl-accepting chemotaxis 

protein 

YP_793393.
1 

2 168,12 5,00E-04 1,10E-03 4,32 1,00 
DRM DSM PA14_6504

0 
hypothetical protein 

YP_793401.
1 

2 114,97 1,46E-02 1,23E-02 2,42 0,79 
DRM DSM PA14_6516

0 
hypothetical protein 

YP_793421.
1 

17 993,5 4,20E-03 4,80E-03 3,78 0,95 
DRM DSM PA14_6543

0 
flagellar motor protein MotB 

YP_793422.
1 

7 391,83 7,00E-04 1,20E-03 2,93 1,00 
DRM DSM PA14_6545

0 
flagellar motor protein MotA 

YP_793425.
1 

4 300,85 6,00E-04 1,20E-03 1,81 1,00 
DRM DSM PA14_6550

0 
phosphatidylserine 

decarboxylase 

YP_793426.
1 

9 381,33 3,00E-04 8,00E-04 1,90 1,00 
DRM DSM PA14_6552

0 
hypothetical protein 

YP_793429.
1 

8 678,88 4,00E-04 9,00E-04 5,35 1,00 
DRM DSM PA14_6557

0 
hypothetical protein 

YP_793431.
1 

11 709,01 1,60E-03 2,40E-03 3,86 0,99 
DRM DSM PA14_6559

0 
hypothetical protein 

YP_793432.
1 

8 483,8 2,20E-03 3,00E-03 2,36 0,98 
DRM DSM PA14_6560

5 
DNA topoisomerase IV subunit 

A 

YP_793434.
1 

11 515,67 
0,00E+0

0 
1,00E-04 9,42 1,00 

DRM DSM PA14_6564
0 

hypothetical protein 

YP_793440.
1 

13 931,62 5,00E-04 1,00E-03 6,71 1,00 
DRM DSM PA14_6572

0 
lipoprotein 

YP_793510.
1 

4 233,06 
0,00E+0

0 
2,00E-04 6,33 1,00 

DRM DSM PA14_6663
0 

type 4 fimbrial biogenesis 
protein PilP 

YP_793511.
1 

9 668,49 
0,00E+0

0 
2,00E-04 3,75 1,00 

DRM DSM PA14_6664
0 

type 4 fimbrial biogenesis 
protein PilO 
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YP_793512.
1 

7 374,36 1,10E-03 1,70E-03 3,94 1,00 
DRM DSM PA14_6665

0 
type 4 fimbrial biogenesis 

protein PilN 

YP_793516.
1 

17 1033,03 2,90E-03 3,60E-03 2,97 0,97 
DRM DSM PA14_6669

0 
protease 

YP_793521.
1 

2 77,39 1,00E-03 1,70E-03 15,84 1,00 
DRM DSM PA14_6676

0 
hypothetical protein 

YP_793537.
1 

4 272,84 
0,00E+0

0 
1,00E-04 7,34 1,00 

DRM DSM PA14_6696
0 

twin arginine translocase A 

YP_793538.
1 

2 75,28 2,30E-03 3,00E-03 3,91 0,98 
DRM DSM PA14_6697

0 
sec-independent translocase 

YP_793539.
1 

7 498,27 
0,00E+0

0 
1,00E-04 11,38 1,00 

DRM DSM PA14_6698
0 

sec-independent protein 
translocase TatC 

YP_793541.
1 

6 384,28 1,37E-02 1,17E-02 3,71 0,81 
DRM DSM PA14_6701

0 
chemotaxis transducer 

YP_793544.
1 

4 265,03 1,00E-03 1,60E-03 4,83 1,00 
DRM DSM PA14_6704

0 
ABC transporter permease 

YP_793546.
1 

15 1133,92 1,00E-04 3,00E-04 6,73 1,00 
DRM DSM PA14_6706

5 
glucosyltransferase MdoH 

YP_793565.
1 

3 289,92 1,55E-02 1,27E-02 6,71 0,78 
DRM DSM PA14_6728

0 
ABC transporter permease 

YP_793577.
1 

9 458,71 
0,00E+0

0 
1,00E-04 7,93 1,00 

DRM DSM PA14_6745
0 

outer membrane lipoprotein 
Blc 

YP_793578.
1 

2 94,05 3,00E-04 8,00E-04 5,50 1,00 
DRM DSM PA14_6746

0 
lipoprotein 

YP_793582.
1 

33 3171,09 
0,00E+0

0 
1,00E-04 10,80 1,00 

DRM DSM PA14_6751
0 

esterase EstA 

YP_793583.
1 

17 1165,63 
0,00E+0

0 
2,00E-04 10,60 1,00 

DRM DSM PA14_6752
0 

hypothetical protein 

YP_793585.
1 

7 451,98 7,50E-03 7,50E-03 2,32 0,89 
DRM DSM PA14_6754

0 
hypothetical protein 

YP_793600.
1 

5 160,37 
0,00E+0

0 
2,00E-04 6,70 1,00 

DRM DSM PA14_6775
0 

rhodanese-like domain-
containing protein 

YP_793618.
1 

35 2169,91 1,00E-04 4,00E-04 5,25 1,00 
DRM DSM PA14_6797

5 
hypothetical protein 



Annexes 

290 
 

YP_793625.
1 

4 189,78 3,00E-04 7,00E-04 5,88 1,00 
DRM DSM PA14_6808

0 
ABC transporter permease 

YP_793626.
1 

2 108,36 1,64E-02 1,34E-02 2,21 0,77 
DRM DSM PA14_6809

0 
ABC transporter permease 

YP_793641.
1 

9 615,07 
0,00E+0

0 
2,00E-04 3,82 1,00 

DRM DSM PA14_6830
0 

arginine/ornithine antiporter 

YP_793666.
1 

4 348,59 2,00E-04 7,00E-04 5,07 1,00 
DRM DSM PA14_6862

0 
hypothetical protein 

YP_793693.
1 

10 654,21 2,90E-03 3,60E-03 3,39 0,97 
DRM DSM 

PA14_6895
5 

2-octaprenyl-3-methyl-6-
methoxy-1,4-benzoquinol 

hydroxylase 

YP_793697.
1 

3 87,34 3,12E-02 2,24E-02 2,43 0,64 
DRM DSM PA14_6901

0 
hypothetical protein 

YP_793702.
1 

2 107,53 4,00E-04 9,00E-04 3,30 1,00 
DRM DSM PA14_6906

0 
ABC transporter permease 

YP_793703.
1 

7 378,38 1,00E-04 3,00E-04 2,29 1,00 
DRM DSM PA14_6907

0 
ABC transporter ATP-binding 

protein/permease 

YP_793704.
1 

23 1940,5 2,30E-03 3,00E-03 2,73 0,98 
DRM DSM PA14_6909

0 
hypothetical protein 

YP_793707.
1 

7 456,3 1,00E-04 4,00E-04 6,81 1,00 
DRM DSM PA14_6913

0 
sn-glycerol-3-phosphate 

transporter 

YP_793709.
1 

8 397,88 2,30E-02 1,77E-02 2,47 0,71 
DRM DSM PA14_6915

0 
hypothetical protein 

YP_793720.
1 

2 70,35 1,50E-03 2,20E-03 13,59 0,99 
DRM DSM PA14_6930

0 
hypothetical protein 

YP_793722.
1 

4 186,78 1,00E-04 4,00E-04 11,50 1,00 
DRM DSM PA14_6932

0 
integral membrane transport 

protein 

YP_793731.
1 

20 1483,99 5,00E-04 1,10E-03 2,89 1,00 
DRM DSM PA14_6943

0 
hypothetical protein 

YP_793742.
1 

4 279,02 5,60E-03 5,90E-03 2,15 0,92 
DRM DSM PA14_6957

0 
magnesium/cobalt transport 

protein 

YP_793765.
1 

7 409,31 3,00E-04 7,00E-04 3,79 1,00 
DRM DSM PA14_6985

0 
choline transporter 
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YP_793778.
1 

20 1335,74 8,90E-03 8,60E-03 2,57 0,87 
DRM DSM PA14_7004

0 
D-amino acid dehydrogenase 

small subunit 

YP_793779.
1 

2 172,76 2,85E-02 2,10E-02 6,15 0,66 
DRM DSM PA14_7005

0 
hypothetical protein 

YP_793783.
1 

14 789,54 
0,00E+0

0 
1,00E-04 6,55 1,00 

DRM DSM PA14_7010
0 

oxidoreductase 

YP_793784.
1 

10 587,56 
0,00E+0

0 
2,00E-04 12,40 1,00 

DRM DSM PA14_7011
0 

cardiolipin synthase 

YP_793807.
1 

2 160,6 7,10E-03 7,10E-03 4,06 0,90 
DRM DSM PA14_7040

0 
hypothetical protein 

YP_793814.
1 

5 384,45 6,00E-03 6,30E-03 3,45 0,92 
DRM DSM PA14_7049

0 
lipoprotein 

YP_793846.
1 

26 1919,99 3,00E-04 7,00E-04 2,41 1,00 
DRM DSM PA14_7094

0 
choline dehydrogenase 

YP_793868.
1 

4 145,26 1,30E-02 1,13E-02 2,40 0,81 
DRM DSM PA14_7122

0 
cardiolipin synthetase 

YP_793889.
1 

17 979,42 
0,00E+0

0 
1,00E-04 6,13 1,00 

DRM DSM PA14_7145
0 

hypothetical protein 

YP_793943.
1 

2 94,77 5,30E-03 5,70E-03 2,48 0,93 
DRM DSM PA14_7214

0 
hypothetical protein 

YP_793955.
1 

2 114,24 1,00E-04 4,00E-04 6,04 1,00 
DRM DSM PA14_7232

0 
hypothetical protein 

YP_793962.
1 

13 754,53 1,30E-03 2,00E-03 4,33 0,99 
DRM DSM PA14_7240

0 
N-acetylmuramoyl-L-alanine 

amidase family protein 

YP_793979.
1 

4 329,82 1,70E-03 2,40E-03 2,58 0,99 
DRM DSM PA14_7260

0 
lipoprotein 

YP_794006.
1 

14 865,32 1,20E-03 1,90E-03 6,43 0,99 
DRM DSM PA14_7293

0 
hypothetical protein 

YP_794036.
1 

14 1355,36 
0,00E+0

0 
2,00E-04 5,80 1,00 

DRM DSM PA14_7329
0 

F0F1 ATP synthase subunit B 

YP_794038.
1 

5 528,32 
0,00E+0

0 
1,00E-04 10,50 1,00 

DRM DSM PA14_7331
0 

F0F1 ATP synthase subunit A 

YP_794046.
1 

22 1470,56 
0,00E+0

0 
1,00E-04 10,17 1,00 

DRM 
DSM 

PA14_7341
0 

inner membrane protein 
translocase component YidC 
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Caractérisation du système BAC : vers l'hypothèse d'un système Psp original chez P. aeruginosa.  

 

Résumé  

 

L’émergence et la propagation des bactéries multirésistantes aux antibiotiques est devenue 

une problématique majeure de santé publique. En particulier, P. aeruginosa fait partie des 

pathogènes opportunistes humains pour lesquels il devient urgent de développer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques. P. aeruginosa est un germe qui cible préférentiellement les individus 

dont le système immunitaire est affaibli. Ainsi, les patients atteints de mucoviscidose, d’un 

cancer, du SIDA, ou hospitalisés sur une longue durée sont des sujets à haut risque d’infection 

à P. aeruginosa. Chez ces patients, ces infections sont associées à une forte morbidité et 

mortalité, en raison de la persistance et de la résistance des bactéries colonisant les tissus de 

l’hôte sous forme de biofilms.  

Mes travaux de thèse s’inscrivent dans l’objectif de découvrir de nouvelles cibles pour le design 

de futurs traitements novateurs. Je décris dans ce manuscrit les derniers éléments de 

caractérisation du système BAC (pour « Biofilm Associated Cluster »), qui nous permettent de 

l’envisager comme un système Psp original. Ce système est ainsi constitué de 6 protéines 

codées par l’opéron bacABCDEF. L’expression de cet opéron se ferait en réponse à des stimuli 

et serait sous la dépendance du facteur sigma σ54 et du système à deux composants Gac/Rsm. 

La structure de BacA (protéine présentant un domaine DUF2170), nouvellement élucidée, est 

homologue à celle de protéines chaperonnes du SST3 suggérant que BacA serait impliquée 

dans la régulation de l’expression de bacABCDEF. La protéine BacB est quant à elle un 

homologue structural des protéines PspA et Vipp1 supposant que le système BAC serait 

impliqué dans la protection membranaire sous l’action d’un stress extra-cytoplasmique encore 

inconnu. La protéine BacD semble être une flotilline, protéine « échafaudage » connue pour 

résider dans les microdomaines fonctionnels, aussi appelés lipid rafts.   

 

Mots-clés : P. aeruginosa, protéomique, cristallographie, bio-informatique, biofilm, système 

Psp, protection membranaire, stress extra cytoplasmique, lipid rafts  

 

 



Characterization of the BAC system: towards the hypothesis of an original Psp system in P. 
aeruginosa. 

Abstract 

 

The emergence and spread of bacteria that are multi-resistant to antibiotics has become a real 

public health concern. In particular, P. aeruginosa is one of the major human opportunistic 

pathogens for which it is urgent to develop new therapeutic strategies. P. aeruginosa is a 

microorganism that preferentially targets immuno-compromised individuals. Thus, patients 

suffering from cystic fibrosis, cancer, AIDS, or hospitalized for a long period are subjects at 

high risk of P. aeruginosa infection. In these patients, these infections are associated with high 

morbidity and mortality, due to the persistence and resistance of bacteria colonizing host 

tissues most often within biofilms.  

 

My thesis work is part of the objective of discovering new targets for the design of future 

innovative treatments. In this manuscript I describe the latest elements of characterization of 

the BAC system (for “Biofilm Associated Cluster”), which allow us to consider it as an original 

Psp system. This system is thus made up of 6 proteins encoded by the bacABCDEF operon. 

The expression of this operon would occur in response to stimuli and would be dependent on 

the sigma factor σ54 and the Gac/Rsm two-components system. The structure of BacA (protein 

presenting a DUF2170 domain), newly elucidated, is homologous to that of T3SS chaperone 

proteins suggesting that BacA is involved in the regulation of bacABCDEF expression. The BacB 

protein is a structural homolog of the PspA and Vipp1 proteins, suggesting that the BAC system 

is involved in membrane protection under the action of a yet unknown extra-cytoplasmic 

stress. The BacD protein appears to be a flotillin, a “scaffolding” protein known to reside in 

functional membrane microdomains, also called lipid rafts. 
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membrane protection, extracytoplasmic stress, lipid rafts  

 

 

 


