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Fig. 1. A) Les différentes formes du monoxyde d’azote obtenues par oxydation et
réduction. B) Modifications post-traductionnelles induites par le NO. La S-nitrosation des
protéines est l'attaque électrophile du cation nitrosonium (NO+), résultant de l'oxydation
de NO) sur un groupement thiolate d'un résidu cystéine d'une protéine cible. Le NO peut
également S-nitroser le glutathion (GSH) pour former du S-nitrosoglutathion (GSNO). Le
GSNO peut alors transférer le NO sur le résidu cystéine d’une protéine cible par trans-
nitrosation. Le radical NO peut réagir avec les métaux de transition (M) des
métalloprotéines. Ce processus est appelé métal-nitration. La Tyrosine-nitration dépend
de la formation de dérivés du NO, en particulier le peroxynitrite (ONOO-) formé en
présence de l'anion superoxyde (O2

•-). La nitration se produit sur l'un des deux
équivalents carbone (C3) du cycle aromatique des résidus de tyrosine pour former une 3-
nitrotyrosine. Adapté de Astier and Lindermayr (2012).

A                                      

B
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A. Le monoxyde d’azote 

1. Historique 

Le monoxyde d’azote (NO) est un gaz diatomique radicalaire découvert en 1772 (Priestley, 

1772), mais son rôle biologique n’a été étudié que deux siècles plus tard. Depuis les années 

1980, les travaux menés sur les fonctions du NO chez les mammifères ont mis en évidence son 

rôle de médiateur physiologique à travers sa participation à de nombreux processus, en 

particulier, les réponses immunitaires, la vasodilatation sanguine, la neurotransmission, la 

reproduction, l’embryogenèse, l’inflammation ou encore l’apoptose (Schmidt and Walter, 

1994; Cinelli et al., 2020). Chez les végétaux, la production de NO a été mise en évidence pour 

la première fois dans des feuilles de soja en réponse à un herbicide (Klepper, 1979). Les 

premiers travaux mettant en évidence le NO comme un signal sont plus tardifs et ont été 

majoritairement menés dans le contexte des réponses de défenses des plantes contre les 

microorganismes pathogènes. Depuis le NO a été caractérisé comme un médiateur 

physiologique ubiquitaire chez les végétaux (pour revue ; Brouquisse, 2019; Kolbert et al., 

2019). 

2. Les formes du NO et ses modes d’action 

Comme indiqué ci-dessus, le monoxyde d’azote (NO•) est une espèce radicalaire qui possède 

un électron non apparié sur son orbitale non liante π lui conférant une grande réactivité. La 

perte de cet électron engendre la formation du cation nitrosonium (NO+) tandis que le gain 

d’un électron formera l’anion nitroxyle (NO- ; Fig. 1.A). La réactivité du NO lui permet 

d’interagir directement avec les protéines de son environnement via trois types de 

modifications post-traductionnelles : la S-nitrosation, la métal-nitration et la tyrosine (tyr)-

nitration (Fig. 1.B). 

La S-nitrosation correspond à la liaison covalente de NO+ avec l’atome de soufre du 

groupement thiolate d’une cystéine. Le NO peut également réagir avec le glutathion pour 

former le S-nitrosoglutathion (GSNO), les protéines cibles peuvent ainsi être S-nitrosées par 

transfert du NO depuis le GSNO par un phénomène appelé la trans-nitrosation (Astier and 

Lindermayr, 2012). La métal-nitration résulte de la liaison du NO sur le métal de transition 

d’une métalloprotéine comme par exemple sur l’atome de fer des noyaux héminique des 

guanylate cyclase (Besson-Bard et al., 2008b). La tyr-nitration correspond à l’addition d’un 



A                                      

B

Fig. 2. A) Organisation structurale des NOS. Chaque monomère de NOS est composé de
deux domaines : le domaine oxygénase et le domaine réductase. Le noyau héminique
(rouge) se fixe dans le domaine oxygénase. Le domaine réductase est divisé en deux
sous-domaines : le domaine de liaison du FAD/NADPH et le domaine de liaison du FMN.
La calmoduline (CaM) se lie à un petit segment hélicoïdal qui relie les domaines
oxygénase et réductase. L’extension C-terminale ainsi que l'hélice auto-inhibitrice incluse
dans le sous-domaine FMN présentes sur la eNOS et la nNOS sont représentées en violet.
B) Voie de transfert d'électrons de la NO synthase. La NOS est représentée sous la forme
de son homodimère natif. Le monomère de gauche montre l'état d'entrée, et le
monomère de droite montre l'état de sortie. Dans l'état d'entrée, le sous-domaine FMN
interagit avec le sous-domaine FAD/NADPH permettant le transfert d'électrons entre les
cofacteurs flavine. Dans l'état de sortie, le sous-domaine FMN interagit avec l’hème
permettant le transfert d'électrons entre le FMN et l'hème. Adapté de Campbell et al.,
(2014)
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groupe nitro (NO2) en position ortho du cycle aromatique d’une tyrosine de la protéine cible 

(Schopfer et al., 2003). 

A travers ces modifications post-traductionnelles, le NO influence la conformation et l’activité 

des protéines cibles et ainsi régule de nombreux phénomènes physiologiques chez les 

animaux comme chez les espèces chlorophylliennes (Schopfer et al., 2003; Astier and 

Lindermayr, 2012; Wynia-Smith and Smith, 2017).   

B. La NO synthase, principale source de production chez les 
mammifères 

1. Structure 

Chez les mammifères, le NO est principalement synthétisé à partir de la L-arginine par une 

famille d’enzyme appelée NO synthase (NOS, EC 1.14.13.39). Il existe trois isoformes de NOS 

: la NOS neuronale (NOS1 ou nNOS), la NOS inductible (NOS2 ou iNOS), et la NOS endothéliale 

(NOS3 ou eNOS). La NOS2, inductible, est calcium indépendante, contrairement aux NOS1 et 

NOS3, constitutives et calcium (Ca2+) dépendantes (Stuehr et al., 2004; Campbell et al., 2014). 

Chaque NOS est une enzyme modulaire qui consiste en un domaine oxygénase N-terminal et 

un domaine réductase C-terminal, les deux domaines étant reliés par un site de liaison à la 

calmoduline (CaM) d’une vingtaine d’acides aminés (Fig. 2.A ; Poulos et al., 1998; Campbell et 

al., 2014). Le domaine oxygénase est composé d’un site de fixation du cofacteur 

tétrahydrobioptérine (BH4), et d’un site de fixation d’un noyau héminique (Fig. 2.A). Le 

domaine réductase contient des sites de liaison pour le NADPH, le dinucléotide de flavine 

adénine (FAD) et le mononucléotide de flavine (FMN ; Fig. 2.A). Chaque isoforme de la NOS, 

possède également quelques caractéristiques uniques. La NOS2 a une masse moléculaire plus 

faible (130 kDa) et ne possède pas d'hélice auto-inhibitrice dans le sous-domaine FMN, 

présente dans les NOS1 et NOS3. L’hélice auto-inhibitrice correspond à une séquence de 40 à 

50 résidus, qui confère une sensibilité au Ca2+ aux NOS constitutives en déstabilisant la liaison 

à la CaM à de faibles concentrations en Ca2+, ce qui influence la vitesse de transfert des 

électrons du FMN à l'hème. La NOS3 à une masse moléculaire de 133 kDa, et la NOS1 de 160 

kDa en raison d'une extension N-terminale d’environ 250 acides aminés contenant un 

domaine PDZ, typique des protéines impliquées dans la signalisation, responsable 

d’interactions protéine-protéine (Fig. 2.A ; Campbell et al., 2014). 



Fig. 3. États de transfert d'électrons de la NOS. Dans l'état d'entrée, les deux domaines
de la NOS réductase sont très flexibles par rapport aux domaines oxydase et adoptent
une large gamme de conformations (flèches grises en pointillés). Lorsque le transfert
d'électrons est initié (flèches jaunes ; entrée), un seul monomère (bleu foncé) subit une
série de changements de conformation : la calmoduline (CaM) se fixe sur le dimère au
niveau des domaines oxygénases, ce qui éloigne le sous-domaine FMN du sous-domaine
NADPH/FAD (flèches grises pleines), bloquant le monomère dans un état intermédiaire,
où la CaM se fixe. La NOS passe ensuite à l'état de sortie, et le sous-domaine FMN subit
une deuxième transition (flèche grise) pour interagir avec le domaine oxygénase du
monomère opposé et transférer un électron (flèche jaune) au noyau héminique. Tout au
long de ce processus de transfert d'électrons, le second monomère (bleu clair) reste dans
l'état d'entrée et adopte une variété de conformations (flèches grises en pointillés) qui
ne sont pas affectées par la mobilité importante qui se produit dans le monomère
opposé. Adapté de Campbell et al., (2014).
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2. Fonctionnement moléculaire 

Chez les mammifères, la NOS active est structurée en homodimères, chaque sous-unité 

comprenant un domaine oxygénase porteur d’un noyau héminique et un domaine réductase 

(Fig. 2.B ; Campbell et al., 2014; Arnett et al., 2018). Lors de la catalyse de l’oxydation de la L-

arginine, le domaine réductase d'un monomère transporte l'électron fourni par le NADPH au 

domaine oxygénase du second monomère par transfert successif d’électrons via le FAD et le 

FMN jusqu'à l'hème (Fig. 3 ; Campbell et al., 2014; Hollingsworth et al., 2016). Puis, la fixation 

de dioxygène sur le noyau héminique ferreux (Fe II) formera un noyau héminique ferrique (Fe 

III) dioxygéné. Ce dernier sera réduit par le facteur redox BH4 afin de permettre l’oxydation 

successive de la L-arginine et du N-hydroxy-arginine (NOHA) conduisant à la production de L-

citrulline et de NO.  

C. Les sources de production du NO chez les végétaux 

Chez les plantes, la capacité à produire du NO est établie depuis de nombreuses années 

(Klepper, 1979; Kolbert et al., 2019). Bien que la compréhension des mécanismes sous-jacents 

à la biosynthèse du NO chez les plantes reste incomplète, deux voies principales ont été 

décrites (Fig. 4) : une voie réductrice, notamment par réduction du nitrite, et une voie 

oxydante, à partir de composés dérivés de la L-arginine, des polyamines ou des 

hydroxylamines (Gupta et al., 2011). 

1. La voie réductrice 

La voie réductrice conduit à la production de NO via la réduction de nitrite de manière 

enzymatique ou non enzymatique. Les processus enzymatiques impliquent principalement la 

nitrate réductase (NR). La NR est un enzyme cytosolique qui catalyse principalement la 

réduction du nitrate (NO3
-) en nitriten  (NO2

-) en utilisant le NADH comme donneur 

d’électrons. La NR possède une activité secondaire de réduction des nitrites en NO. Toutefois, 

cette activité enzymatique nécessite une concentration élevée en nitrite et ne représente que 

1 % de l’activité totale de la NR. Il a également été démontré que des plantes d’Arabidopsis 

thaliana dont l’activité NR est très réduite (double mutant nia1nia2 ou par traitement au 

tungstate) sont toujours capables de produire du NO en réponse à certains signaux exogènes 

tel que les oligogalacturonides (Rasul et al., 2012).  La NR ne peut donc pas être responsable 

à elle seule de la production de NO chez les végétaux. 



Fig. 4. Différentes voies de biosynthèse du NO chez les végétaux. La voie réductrice
conduit à la formation de NO via la réduction de nitrites (NO2

-) soit par une enzyme telle
que la nitrate réductase (NR), la nitrite:NO réductase (NiNOR) ou la nitrite réductase
formant du NO (NOFNiR), soit par la respiration mitochondriale ou encore par voie non-
enzymatique dans un environnement fortement acide ou réducteur. La voie oxydative
permet la formation du NO depuis différents substrats : la L-arginine, des polyamines ou
des hydroxylamines. Les enzymes catalysant ces réactions restent inconnues, seule la
présence d’oxyde nitrique synthase (NOS), enzyme oxydant la L-arginine en L-citrulline et
NO, a été détectée chez quelques espèces d’algues. Les inhibiteurs de NOS des
mammifères (notamment les inhibiteurs compétitifs) pourraient inhiber les enzymes
NOS-like ainsi que la voie de biosynthèse des polyamines, ce qui entraînerait une
diminution de la production de NO. Adapté de Besson-Bard et al., (2008).
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Un autre acteur de la voie réductrice serait une NR membranaire. En effet, l’activité 

enzymatique d’une nitrite:NO-reductase de NO plasmalemmique (NiNOR) a été caractérisée 

dans les racines de tabac (Stöhr and Stremlau, 2006). Elle fonctionnerait de concert avec une 

NR apoplastique liée à la membrane catalysant la réduction du nitrate en nitrite permettant 

ainsi à la NiNOR de réduire le nitrite en NO. Plus récemment, une nitrite réductase formant 

du NO (NOFNiR) a été découverte chez l’algue verte Chlamydomonas reinhardtii. La NOFNiR 

interagit avec la NR permettant la formation d’une chaine d’électrons, ce qui catalyse la 

production de NO à partir de nitrites (Chamizo‐Ampudia et al., 2016; Chamizo-Ampudia et al., 

2017). 

En cas de faible concentration en oxygène, la réduction des nitrites peut également se 

produire dans la membrane interne mitochondriale via la chaine de transport d’électrons 

mitochondriaux et à l’aide du NAD(P)H comme cofacteur (Gupta et al., 2011). Cette 

production de NO semble beaucoup plus élevée en conditions d’hypoxie (Gupta et al., 2005) 

et participe par exemple au fonctionnement de la symbiose rhizobienne (Horchani et al., 

2011), où l’activité de la nitrogenase nécessite de très faibles concentrations en oxygène.  

Enfin, le NO peut être produit par les voies non enzymatiques, ces dernières restent toutefois 

peu décrites. Une production de NO a été observée à pH acide dans l'apoplaste de graines 

d'orge sous l’action de l’acide abscissique et de gibbérelline, deux hormones acidifiant 

rapidement le milieu apoplastique (Bethke et al., 2004). 

2. La voie oxydative 

Chez les plantes, les connaissances sur la synthèse du NO via les voies oxydatives restent 

parcellaires. En effet, différents substrats tel que la L-arginine, les polyamines ou encore 

l’hydroxylamine peuvent être catalysés en NO (Tun et al., 2006; Rümer et al., 2009). Toutefois, 

les acteurs moléculaires mis en jeu dans ces voies de synthèse demeurent inconnus. 

Comme décrit précédemment, la principale source de NO chez les animaux provient d’une 

famille d’enzymes appelée NOS (Campbell et al., 2014; Cinelli et al., 2020). Bien que plusieurs 

études ont rapporté des mesures d’activité NOS dans des extraits de tissus végétaux, des 

cellules, ou encore des compartiments subcellulaires purifiés et bien que cette production de 

NO soit sensible aux inhibiteurs de NOS de mammifères, aucune preuve de l’existence d’une 

NOS végétale n’a été apportée (Fig. 4 ; Zeidler et al., 2004; Rasul et al., 2012; Corpas and 
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Barroso, 2017; Kolbert et al., 2019). Les recherches de protéines à activité NOS n’avaient 

jusqu’alors été principalement menées que chez les plantes terrestres. En 2010, une étude 

menée chez les algues, par Foresi et al., (2010) a mis en évidence une NOS chez la Chlorophyte 

Ostreococcus tauri (OtNOS) qui présentait les caractéristiques structurales et fonctionnelles 

des NOS de mammifères. Ces travaux ont ouvert une brèche dans l’étude des NOS chez les 

organismes photosynthétiques et ont conduit mon laboratoire d’accueil à mener une étude 

bio-informatique sur l’ensemble des données du consortium international 1000 Plants (1KP) 

regroupant les génomes et transcriptomes disponibles d'environ 1300 organismes verts et sur 

l’ensemble des séquences de génomes disponibles dans les bases de données publiques. Les 

analyses ont confirmé les travaux de Foresi et al., (2010) en identifiant une vingtaine d’espèces 

d’eucaryotes photosynthétiques (algue verte, algue rouge, algue brune et diatomées) qui 

possèdent une séquence homologue à OtNOS et aux NOS des mammifères (Jeandroz et al., 

2016; Santolini et al., 2017). Ces travaux ont également confirmé l’absence de séquence de 

NOS chez les plantes terrestres.  

3. Les sources de production et la signalisation NO chez les algues 

Article scientifique n°1 : article de revue paru en Septembre 2020 dans Journal of Experimental 

Botany  

J’ai principalement contribué à ce manuscrit par une revue bibliographique concernant les 

fonctions du NO chez les algues (partie II, NO Signaling in Algae). J’ai ainsi pu participer à 

l’écriture et relecture de l’article.  

Après avoir introduit certains aspects généraux sur le rôle du NO, son mode d’action et ses 

principales fonctions connues, l’article avait pour objectif de présenter l’étendue des 

connaissances sur la production du NO et de son implication dans la signalisation cellulaire 

chez les algues. 

L’étude de la littérature indique que le NO est impliqué dans diverses fonctions chez les algues. 

Il contribue à la réponse cellulaire aux stress abiotiques déclenchés par la carence en 

nutriments, l'hypoxie, les blessures, les fortes intensités lumineuses, l'irradiation UV, certains 

composés chimiques dont les herbicides, le stress thermique et les fortes concentrations en 

sel et de métaux. Le NO est impliqué dans plusieurs processus physiologiques dont dans la 

régulation du cycle cellulaire, de la photosynthèse et de l'assimilation, de la signalisation et du 
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métabolisme de l'azote. Comme chez les plantes terrestres, le rôle respectif des différentes 

sources de production du NO, ainsi que les voies de transduction impliquées, est encore peu 

connu. 
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D. Objectifs de la thèse 

Les données présentées plus haut mettent en évidence l’émergence des algues comme 

modèle biologique dans l’étude de la signalisation du NO. En effet, la présence de NOS aux 

caractéristiques structurales particulières (cf. CHAPITRE I) en font des modèles biologiques 

pertinents. 

Mon sujet de thèse s’intègre au sein du projet ANR Algae-NOS (coordonné par Jérôme 

Santolini, Paris Saclay) visant à caractériser plusieurs NOS d’algues. Ma participation au projet 

se focalise sur la caractérisation des NOS de Klebsormidium nitens. K. nitens est une algue 

verte du groupe des Streptophytes, dont font partie les végétaux terrestres. Cette espèce 

représente donc un modèle biologique original des étapes de transition précoces des algues 

aquatiques aux plantes terrestres (Hori et al., 2014) et qui, dans mon travail, permettrait 

d’approfondir les connaissances sur l’évolution des sources de production du NO et de son 

rôle signalétique chez les organismes photosynthétiques.  

Ce travail de thèse posait comme hypothèse principale que l’étude des interactions entre la 

NOS et ses partenaires protéiques permettrait d’apporter des connaissances sur le 

fonctionnement et le rôle de la famille des NOS de K. nitens. En effet, il a été démontré chez 

les mammifères que l’environnement protéique des NOS est déterminant dans la signalisation 

NO, cette dernière étant dépendante de la concentration en NO mais aussi de la distribution 

spatiale et temporelle du NO produit (Hess et al., 2005; Wynia-Smith and Smith, 

2017). Cependant, des problèmes techniques concernant la production hétérologue de la 

protéine, nous ont conduits à revoir notre stratégie tout au long de ce travail. Aussi, afin de 

tenter de mieux comprendre le fonctionnement et le rôle des NOS de K. nitens, j’ai organisé 

le manuscrit autour de trois axes principaux. 

 

Dans le premier axe, la structure moléculaire des deux NOS identifiées dans le génome de K. 

nitens a été étudiée. Pour ce faire, les séquences primaires nucléotidiques des deux KnNOS 

ont été vérifiées et les séquences primaires protéiques associées ont été comparées à celles 

des NOS d’autres algues. Des modèles de prédiction de la structure 3D de chacune des KnNOS 

ont également été édifiés afin d’étudier la possibilité que les KnNOS soient fonctionnelles. La 
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position phylogénétique de ces deux NOS a ensuite été établie en comparaison aux autres 

NOS décrites chez les eucaryotes. 

Le second axe de cette thèse a été dédié à la caractérisation de l’expression de deux KnNOS 

en réponse à différents stress abiotiques. Cette étude a tout d’abord nécessité de déterminer 

des gènes de référence pour les études de RT-qPCR afin de suivre l’accumulation des ARNm 

et des protéines KnNOS. Trois conditions de stress abiotiques ont également été mises au 

point. Ce travail a fait l’objet d’un manuscrit, présenté dans le CHAPITRE II et soumis à la revue 

Scientific Reports. 

Le troisième axe s’est focalisé sur l’identification des partenaires protéiques des deux KnNOS. 

Afin d’atteindre cet objectif, une stratégie in vitro par pull-down à partir de la protéine 

recombinante KnNOS suivie d’une analyse par spectrométrie de masse avait été retenue. 

Cette stratégie nécessite de produire les protéines recombinantes KnNOS et de les fixer sur 

des billes par affinité. Nos échecs dans les tentatives de production de la protéine 

recombinante ne nous ont pas permis d’atteindre cet objectif, malgré la diversité de systèmes 

de production (bactéries, levure, plante) et de conditions expérimentales testées. En parallèle, 

une étude in silico d’identification du réseau d’interaction des NOS humaines a été menée 

couplée à une analyse d’orthologie via OrthoFinder avec pour objectif d’identifier les 

partenaires d’intérêt des KnNOS pouvant posséder un rôle dans la signalisation NO.  
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CHAPITRE I  

Analyse de la diversité moléculaire des 
NOS chez la Streptophyte Klebsormidium 
nitens 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Fig. I.1. Schéma des différentes familles de protéines NOS. Toutes les NOS partagent un
domaine oxygénase commun (bleu). Le domaine FMN est représenté par un module
Flavodoxin orange foncé (Flav.) tandis que le domaine FAD/NADPH est représenté par
une boîte FNR orange clair. La région de liaison de la calmoduline est représentée par un
rectangle gris clair (CaM), gris foncé lorsque la région est putative. Le motif Zn/S est
associé à une boîte vert clair. Les domaines supplémentaires (voir le texte principal)
comprennent un domaine de globine (boîte bleu clair), un motif PEF (EF-H, jaune), un
motif de déshydrogénases/réductases à chaîne courte (SDR, violet), un domaine de
ferr2doxine associé à la bactérioferritine ((Fe-S), rose), un domaine de kinésine (KIN,
gris), un domaine CAP-ED (CAP, violet), un domaine de répétition ankyrine (Ank, vert) et
quelques domaines de fonction inconnue (Unk, DUF...). Un exemple de NOS a été
proposé pour chaque type de structure : Sorangium cellulosum (Sc56), Silicibacter sp.
TrichCH4B (Ss), Microcoleus vaginatus (Mv), Hyphomonas sp. TMED17 (Hs),
Rhodospirillaceae bacterium (Rb), Bacillus subtilis (Bs), Nostoc sp. PCC 7107 (Ns),
Scytonema hofmanni (Sh), Ostreococcus tauri (Ot), Gonium pectorale (Gp), Thraustotheca
clavata (Tc), NOS de mammifère inductible (iNOS) et constitutive (cNOS). Santolini et al.,
(2019).
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A. Contexte de l’étude  

 Les protéines de la famille des NO synthases (NOS), source de production enzymatique de 

NO, ont fait l’objet de nombreuses études, tant sur leur structure que sur leur fonction 

(Ignarro, 1990; Campbell et al., 2014). Bien que les recherches aient été principalement 

réalisées sur les trois isoformes de NOS de mammifères, le développement des techniques de 

séquençage et la disponibilité de nombreux génomes ont permis d’identifier la présence de 

NOS chez de nombreux organismes de l’ensemble de l’arbre du vivant. Plus de 1000 protéines 

NOS ont été identifiées et récemment leur diversité a fait l’objet d’une étude menée par 

Santolini, (2019 ; Fig. I.1). 

1. Les NOS dans le monde du vivant 

Chez les métazoaires, les NOS ont été identifiées dans de nombreux groupes taxonomiques et 

présentent des homologies généralement élevées avec la structure ou l’organisation de celles 

des mammifères (Andreakis et al. 2011).  Par exemple, plusieurs espèces d’insectes telles que 

Apis mellifera, Bombyx mori ou encore Drosophila melanogaster ont été identifiées comme 

possédant au moins une NOS. Les NOS d’insectes présentent une structure proche des NOS 

constitutives (NOS1 et NOS3) avec un site de fixation de la calmoduline et un fonctionnement 

dépendant de la concentration en calcium (Müller, 1994, 1997). Une étude menée en 2008 

sur les séquences de vingt NOS d’insectes a mis en avant la conservation des acides aminés de 

la région en doigt de zinc, du site de fixation de la L-arginine et du cofacteur BH4 confirmant 

la proximité dans l’organisation et le fonctionnement de ces NOS par rapport au NOS de 

mammifères (mNOS ; Suman et al., 2008).  

A l’inverse, chez les procaryotes, les NOS présentent une structure variée et très différente de 

celles des mNOS (Sudhamsu and Crane, 2009).  

Un premier type de NOS bactérienne, comme celles présentent chez Bacillus subtilis ou chez 

Deinococcus radiodurans, sont composées uniquement d’un domaine oxygénase (Adak et al., 

2002b,a). La partie N-terminale contenant le domaine PDZ pour la NOS1 de mammifères, de 

même que et le motif Cys-X4-Cys du domaine oxygénase, ne sont pas conservés chez ces NOS 

bactériennes, par contre les domaines de fixation de l’hème et du cofacteur BH4 sont bien 

présents. Cependant, certaines espèces de bactéries ne contiennent pas les gènes codant pour 

la machinerie de synthèse du BH4. A contrario, elles possèdent les gènes nécessaires à la 



 
CHAPITRE I  Page 24 sur 174 

synthèse du tétrahydrofolate (TH4) qui contient le même cycle ptéridine que le BH4. L’étude 

menée par Reece et al., (2009) a suggéré que ces NOS bactériennes utilisent le TH4 comme 

cofacteur, les données obtenues in vitro sur la NOS de D. radiodurans ayant confirmé cette 

hypothèse. Le domaine réductase des mNOS n’étant pas conservé chez ces procaryotes, il 

semblerait que, contrairement aux protéines de mammifères qui contiennent un module 

réductase dédié, les NOS bactériennes puissent accepter des électrons de plusieurs 

réductases différentes (Gusarov et al., 2008).  

Un autre type de NOS bactérienne possède toutefois un module réductase mais en N-ter de 

leur séquence protéique, à la différence des mNOS (Fig. I.1 ; Sudhamsu and Crane, 2009; 

Santolini, 2019). La NOS de Sorangium cellulosum illustre parfaitement cette organisation. A 

l’extrémité N-ter, elle présente un motif de déshydrogénases/réductases à chaîne courte, puis 

un motif EF-Hand (PEF) suggérant une certaine sensibilité au calcium. Le domaine flavodoxine 

est remplacé par un autre fournisseur d'électrons, vraisemblablement un domaine 

ferrédoxine associé à la bactérioferritine ([Fe-S]) suivi d’un domaine FNR. La chaîne entière du 

transfert d’électrons est située sur le côté opposé (N-ter) à celui présent chez les mNOS, 

suggérant une conformation et un mécanisme moléculaire différent (Santolini, 2019).  

Un autre type de NOS, identifié chez la cyanobactérie Synechococcus 7335, montre une 

organisation singulière puisqu’il présente l’adjonction d’un domaine globine en position N-ter 

(Fig. I.1 ; Santolini, 2019), Cette NOS (SyNOS) a été produite en système hétérologue et son 

activité a été étudiée in vitro (Picciano and Crane, 2019). La SyNOS, comme les mNOS, est 

active sous forme dimérique et nécessite la présence d’un cofacteur tel que BH4 afin de 

produire du NO depuis la L-arginine. Contrairement aux autres NOS bactériennes, la SyNOS ne 

peut pas fonctionner avec le TH4 et nécessite des niveaux élevés de calcium, supérieurs à 200 

µM, pour son activation.  

Chez les algues, les premières séquences protéiques identifiées présentent, si l’on considère 

entre autres la présence des domaines oxygénase et réductase, des structures proches de 

mNOS (Foresi et al., 2010; Jeandroz et al., 2016). Elles montrent néanmoins quelques 

spécificités. En effet dans l’étude menée par Foresi et al., (2010) il a été mis évidence que sur 

la séquence de la NOS d’Ostreococcus tauri le site de fixation à la CaM n’est que putatif (Fig. 

I.1), la présence de CaM et de calcium ne semble donc pas essentiels au fonctionnement de 

la OtNOS. De plus, la région N-terminale étendue, dont le domaine en doigt de zinc des mNOS, 



Isoforme Amorce Nom Séquence (5'-3')

KnNOS1

Sens F1 ATGGGTCCATTTGCGAATTGCTTTG

F2 TGTGGAATTTGCAGCTGATG

F3 AGATCATTCGCAACCTGAGC

F4 GATCGCCGAAATTCAAAGTC

F5 TCGCCCTGAGAACAAGTAGC

F6 GCGGTCAAGCCTAAGTACGA

F7 CACTTTAGCATCCCGCTCTC

F8 ACCCTCTGGAACTTGCTCAC

Antisens R1 TCATGTTCCATTTGGACCGGTAGG

R2 TACGCCTTCCGTCAGATAGC

R3 GAGAGCGGGATGCTAAAGTG

R4 TCCAACTGGGCGAGGACG

R5 CAAAGACGGAGAACCTCAGC

R6 CCTGGCGAGTACTCAAACCT

R7 AAACCATGGGTGGTTAGGG

R8 GTCTGAAACGCAGGGGATT

KnNOS2

Sens F1 ATGGAGCAGCACCACAATCATGC

F2 AAGCGGCATGTTACAACGG

F3 ATGCGGTTTGCCGGATA

F4 ACAGTTTTGGGTTTGGCAAG

F5 CGGACGAAGAAGAGCTGACT

F6 GATCTGCAAGGAGGAAGTCG

F7 TGGGACTTCATGGAGGGTTC

F8 GGCGTCAAAGTGTTCGAGA

Antisens R1 TTATTCGTAGGCTTTCCTCGC

R2 CCAGCTCGAATAGGTTCTCG

R3 TCGACTTCCTCCTTGCAGAT

R4 AGCGCAGTCAGCTCTTCTTC

R5 CGAGAACATCTTGGGCTCGT

R6 ATAAGCATCTCCGTGAAGGC

R7 TCAGCGGATGCTCAGGAGG

Tab. I.1. Liste des amorces utilisées pour le séquençage des séquences des ADNc de la
KnNOS1 et de la KnNOS2.

Fig. I.2. Schéma de la position des amorces sur les ADNc de la KnNOS1 et de la KnNOS2.
Les amorces sens sont représentées en jaune et les amorces antisens en rouge.
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n’est pas conservée. En effet, la OtNOS, et les autres NOS d’algues identifiées, présentent une 

structure atypique de la région en doit de zinc de type Cys-X3-Cys au lieu du Cys-X4-Cys des 

mNOS (Santolini et al., 2017; Santolini, 2019).  La OtNOS présente toutefois une capacité de 

production de NO ultrarapide (Weisslocker-Schaetzel et al., 2017), alors que certaines 

modifications, présentes chez d’autres NOS d’algues, laissent supposer qu’elles seraient 

inactives. En effet, les acides aminés de la poche de fixation de l’hème ne sont pas conservés 

dans les séquences des NOS de Bolbocoleon piliferum et Rhodochaete parvula. De plus, dans 

la séquence de la NOS de B. piliferum, la cystéine qui coordonne normalement le noyau 

héminique a été substituée par une leucine ce qui ne permettrait pas à cette NOS d’être active 

(Santolini et al., 2017). 

Certaines NOS d’algues peuvent également présenter l’adjonction d’un domaine globine mais 

en position C-terminale de leur séquence (Fig. I.1 ; Santolini, 2019). Contrairement aux NOS 

de cyanobactéries, aucune NOS d’algues de ce type (portant un domaine globine) n’a été 

caractérisée d’un point de vue fonctionnel, et leur rôle reste à ce jour à découvrir. 

2. Klebsormidium nitens comme nouvel organisme modèle 

Parmi les algues possédant une NOS, K. nitens est évolutivement la plus proche des plantes 

terrestres. En effet, K. nitens appartient à l’embranchement des Charophytes au sein de 

l’infrarègne des Streptophytes dont font partie les plantes terrestres. La famille des 

Klebsormidiaceae, contenant K. nitens ainsi qu’une vingtaine d’autres espèces, est largement 

répandue dans des habitats variés tels que des écosystèmes aéroterrestres, terrestres ou 

hydroterrestres. Il a été établi que K. nitens pourrait constituer une algue modèle de l’étude 

de l’adaptation à la vie terrestre.  En effet, elle présente une tolérance à certains stress propres 

au mode de vie terrestre tels que la dessiccation et le gel (Nagao et al., 2008; Elster et al., 

2008; Lin and Wu, 2014; Holzinger et al., 2014).  

D’un point de vue génomique, K. nitens est caractérisée par la présence de gènes spécifiques 

aux plantes terrestres (Hori et al., 2014). Ainsi, K. nitens possède les informations génétiques 

nécessaires à l’expression d’un système primitif de protection contre les effets néfastes de la 

lumière de haute intensité (Hori et al., 2014). De plus, certaines voies de signalisation 

primitives de différentes hormones seraient également conservées chez cette algue, tout 

comme le domaine protéique SPARK de certains récepteurs kinase-like associés à la mycorhize 

à arbuscules chez les plantes vasculaires (Ohtaka et al., 2017; Montero et al., 2021).  



Tab. I.2. Liste des polymérases et de leurs caractéristiques utilisées lors de cette étude.
HF : haute fidélité.

Nom Fournisseur HF Hot start Capacité Remarque

GoTaq® G2 Promega non non - -

Phusion ThermoFisher oui oui 7,5 kb -
Phire II ThermoFisher oui non 7,5 kb Résistante aux inhibiteurs de PCR contenus 

dans les échantillons végétaux
Platinium Invitrogen oui oui 14 kb -
Q5 NEB oui oui 10 kb Fournie avec un GC enhancer pour les 

matrices riches en GC
VELOCITY meridian oui non - Extrêmement rapide, vitesse d'amplification 

de 15s/Kb
Advantage 2 Clontech oui oui 6 kb Contient un mix de deux enzymes : une Taq 

polymérase Titanium possédant l'anticorps 
TaqStart pour permettre un démarrage hot 
start + une enzyme avec activité correctrice 
afin d'obtenir un mix d’enzyme plus robuste 

Fig. I.3. Schéma du fonctionnement de ColabFold. La séquence d’intérêt est alignée aux
séquences des bases de données via l’algorithme MMseqs2. Si possible, les structures de
la PDB des séquences proches de la séquence d’intérêt sont regroupées. L’alignement
multiple obtenu par MMseqs2 et les données de la PDB sont implémentés dans
l’algorithme d’AlphaFold. En prenant en compte ces données, le réseau de neurones
établira une prédiction de modèle 3D de la séquence d’intérêt. Seq DB : séquence
database ; pdb DB : PDB database.
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3. Objectifs   

Dans ce chapitre, nous avons cherché à caractériser la structure moléculaire des deux NOS de 

K. nitens en étudiant leurs séquences primaires nucléotidiques et protéiques, leur structure 

3D et en les comparant avec d’autres protéines NOS.  

Afin d’atteindre cet objectif, la séquence nucléotidique de chacune des KnNOS a été vérifiée 

par RT-qPCR et séquençage et les structures 3D prédictives des KnOS ont pu être modélisées 

via l’algorithme AlphaFold. La position phylogénétique de ces deux NOS a ensuite été établie 

en comparaison aux autres NOS décrites chez les eucaryotes. 

B. Matériels et méthodes 

1. Culture de Klebsormidium nitens  

La souche de K. nitens (SAG 335-1a) utilisée au laboratoire provient de la collection de culture 

d’algues de l’Université de Göttingen en Allemagne. Elle a été cultivée au laboratoire dans 

deux milieux liquides différents précédemment utilisés par Ohtaka et al., (2017). Un milieu 

minimum C (cf. ANNEXES) a été préféré pour la culture de longue durée. Un milieu plus riche, 

contenant les solutions B, C et D, adaptées aux mousses et du di-ammonium tartrate et 0,1 % 

de glucose (m/v) (BCDAT + 0,1 % glc) (cf. ANNEXES), a été utilisé afin d’accélérer la croissance 

de K. nitens (Ohtaka, communication personnelle). 

Les cultures ont été réalisées dans un volume final de 100 mL, maintenues sous agitation (90 

rpm), à température constante (20 °C), sous une photopériode de 16 h jour et 8 h nuit avec 

une intensité lumineuse de 65 μE.m-2.s-1. Les cultures ont été entretenues par dilution au demi 

tous les 15 jours. Les microalgues K. nitens ont été récoltées par filtration sous vide sur une 

membrane en nitrate et acétate de cellulose. 

2. Vérification des séquences nucléotidiques des KnNOS 

a) Extractions des ARN totaux et synthèses d’ADN complémentaires  

Les ARN ont été extraits en utilisant un protocole adapté d’Oñate-Sánchez and Vicente-

Carbajosa, (2008). Pour chaque condition, 25 mL de suspension de K. nitens ont été recueillis 

par filtration puis congelés dans l'azote liquide et broyés à l'aide d'un vibrobroyeur oscillant 

MM200 (Retsch) à l’aide de billes en verre de 5 mm de diamètre. Trois cents μL de la solution 

de lyse (SDS 2 % (m/v), citrate de sodium 68 mM, acide citrique 132 mM, EDTA 1 mM) ont été 

ajoutés à chaque échantillon encore congelé. Après homogénéisation et 5 min d’incubation à 



Fig. I.4. Représentation schématique des protéines de K. nitens montrant une homologie
avec le domaine oxygénase de la NOS d’Ostreoccocus tauri. Les domaines oxygénase sont
représentés en bleu foncé, les domaine FMN (Flav) en orange, les domaines FNR en
orange clair, les répétitions ankyrine en bleu clair et le domaine globine en marron.
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température ambiante, 100 μL de solution de précipitation ADN-protéine (NaCl 4 M, citrate 

de sodium 16 mM, acide citrique 32 mM) ont été ajoutés. Après mélange par inversion, les 

tubes ont été incubés 10 min à 4 °C. La phase aqueuse a été récupérée après 15 min de 

centrifugation à 16 000 g et à 20 °C, puis les ARN ont été précipités par ajout de 300 μL 

d’isopropanol. Après une seconde centrifugation de 5 min à 16 000 g, à température 

ambiante, le surnageant a été éliminé et le culot d’ARN lavé avec 300 μL d’éthanol 75 % (v/v). 

Les échantillons ont de nouveau été centrifugés (1 min, 16 000 g, 20 °C), le surnageant a été 

éliminé et les culots d’ARN séchés avant d’être remis en suspension dans 30 μL d’eau exempte 

de nucléases à 4 °C sur la nuit. Les contaminations potentielles à l’ADN génomique ont été 

éliminées en utilisant le DNA-free™ DNA Removal Kit (Invitrogen) selon les recommandations 

du fabricant. La pureté, la qualité et l'intégrité des ARNs ont été déterminées à l'aide d'un 

NanoDrop ND-1000 (Thermo Fischer) et par électrophorèse sur un gel d'agarose à 1 % (m/v). 

Les ADNc ont été synthétisés à partir de 1 μg d’ARN totaux à l’aide du kit High-Capacity RNA-

to-cDNA™ (Thermo Fisher). Le volume réactionnel final de 20 μL comprend 10 μL de 2 x RT 

Buffer Mix, 1 μL de RT Enzyme Mix et 1 μg d’ARN totaux. La synthèse d’ADNc a été effectuée 

durant 60 min à 37 °C puis stoppée par incubation 5 min à 95 °C. 

b) Réaction de Polymérisation en Chaîne (PCR) 

Afin de vérifier la séquence des ADNc des deux KnNOS, des amplifications par réaction de 

polymérisation en chaîne (PCR) ont été réalisées à l’aide d’amorces spécifiques de la KnNOS1 

et de KnNOS2 (Tab. I.1). Différentes amorces ont été élaborées pour chaque KnNOS afin de 

pouvoir amplifier l’ADNc pleine longueur ou des fragments de chacune des KnNOS (Fig. I.2).  

Plusieurs polymérases de différents fournisseurs ont été utilisées : GoTaq® G2 DNA 

Polymerase (Promega), Phusion™ High–Fidelity DNA Polymerase (ThermoFisher), Phire Hot 

Start II DNA Polymerase (ThermoFisher), Platinum™ SuperFi™ II DNA Polymerase (Invitrogen), 

Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs), VELOCITY DNA Polymerase 

(meridian BIOSCIENCE™) et Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech). Chacune de ces 

polymérases possède des caractéristiques différentes, résumées dans le Tab. I.2. Les réactions 

de PCR ont été réalisées à partir de 50 à 200 ng d’ADNc de K. nitens en suivant, pour chaque 

polymérase, les recommandations du fournisseur.  



Fig. I.5. Résultat des réactions PCR avec différentes polymérases pour l’obtention de
l’ADNc pleine longueur de la KnNOS1. L’amorce sens est représentée en jaune et
l’amorce antisens en rouge.
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c) 5’ et 3’ Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)-PCR 

Afin d’identifier les séquences non traduites en 5’ et en 3’ (UTR ; Untranslated Transcribed 

Region) des ADNc des deux KnNOS, nous avons choisi de réaliser une RLM-RACE (RNA Ligase 

Mediated-Rapid Amplification of cDNA Ends) PCR. Cette technique permet l’amplification 

rapide des extrémités d’un ADNc uniquement depuis les ARNm porteurs d’une coiffe. La 5’ 

RLM-RACE commence par une étape qui consiste à retirer l’extrémité 5’-phosphate des 

molécules telles que l'ARN ribosomique, l'ARNm fragmenté, l'ARNt et l'ADN génomique 

contaminant à l’aide d’un traitement par une phosphatase alcaline (CIP : Calf Intestine Alkaline 

Phosphatase). La seconde étape consiste à retirer la coiffe des ARNm intègres à l’aide de la 

pyrophosphatase acide de tabac : les ARNm ne présentent alors plus de coiffe mais une 

extrémité 5’monophosphate. Un adaptateur est alors fixé par ligation sur les extrémités 5’-

monophophates des ARNm. Le traitement CIP ayant permis de débarrasser tous les autres 

ARN de leur extrémité phosphate, l’adaptateur ne pourra donc être fixé que sur les ARNm 

anciennement coiffés. Les ARNm portant l’adaptateur sont alors rétrotranscrits en ADNc afin 

de pouvoir réaliser une PCR (dite externe) en utilisant une amorce spécifique de la séquence 

d’intérêt et une autre spécifique de l’adaptateur. Si aucun produit PCR n’est détecté après 

électrophorèse sur gel d’acrylamide une deuxième réaction PCR dite interne peut être réalisée 

en utilisant comme matrice 1 µl de produit PCR de la réaction externe et en utilisant un couple 

d’amorces compris dans le produit PCR (cf. amorce 5I et R8 ; Fig. I.7). Le protocole de 3’ RLM-

RACE est plus simple à mettre en œuvre, puisque l’adaptateur est fixé en même temps que 

l’étape de rétrotranscription. Comme pour la 5’ RLM-RACE, deux amplifications consécutives 

par PCR (une externe puis une interne) peuvent être réalisées afin d’amplifier les cDNA 

présents en très faible quantité dans les extraits. 

Les 5’ et 3’ RLM-RACE PCR ont été effectuées à partir du kit FirstChoice® RLM-RACE Kit 

(Invitrogen) en suivant les recommandations du fabricant.  

d) Purification des produits PCR et séquençage 

Les produits PCR ont été purifiés avec le kit Wizard PCR Preps DNA Purification System (Promega) 

en suivant les recommandations du fournisseur. Les produits de PCR purifiés ont ensuite été 

séquencés par le service SupremeRun Tubes d’Eurofins Genomics.  



Fig. I.6. Résultat des réactions PCR utilisées pour l’obtention de fragments de l’ADNc de
la KnNOS1. Les amorces sens sont représentées en jaune et les amorces antisens en
rouge. Les flèches noires indiquent les bandes correspondant à la taille attendue du
produit PCR. Les produits PCR séquencés sont représentés par les flèches noires au-
dessus de la flèche fuchsia représentant la séquence de l’ADNc de la KnNOS1. Le
rectangle rose clair représente la partie de l’ADNc de la KnNOS1 qui n’a pas encore pu
être obtenue par PCR ni donc vérifiée par séquençage.
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3. Obtention des modèles 3D des KnNOS 

Depuis 2020, la société londonienne DeepMind a mis en ligne son algorithme de prédiction 

des structures 3D répondant aux exigences du CASP14 (Critical assessment of techniques for 

protein structure prediction) en obtenant un score inégalé de 92,4 % (Jumper et al., 2021). 

AlphaFold a notamment ouvert la porte de la prédiction de structure 3D de protéines à grande 

échelle. Afin de modéliser la structure des NOS de K. nitens, nous avons utilisé l’algorithme 

ColabFold qui combine la recherche des séquences par homologie de type MMSeqs2 avec la 

modélisation des structures 3D d’AlphaFold (Mirdita et al., 2022). L’avantage d’utiliser 

MMSeqs2 au lieu de la recherche par homologie classique utilisée par AlphaFold est le gain de 

temps procuré par l’utilisation de MMSeqs2, l’analyse étant jusqu’à soixante fois plus rapide 

(Steinegger and Söding, 2017; Mirdita et al., 2019).  

Pour chaque séquence, quatre modèles de structure 3D ont été établis (Fig. I.3). Pour chacun 

des modèles, AlphaFold définit une matrice de PAE (Predicted Aligned Error) représentée par 

une heat map. Ainsi, lorsque l’erreur sur la distance en angströms entre deux résidus est 

importante le repliement obtenu présente de l’incertitude, alors que lorsque l’erreur entre 

deux résidus est faible le repliement obtenu présente peu d’incertitude.    

Les modèles 3D obtenus ont été visualisés avec Chimera (Pettersen et al., 2004). Afin de 

comparer la structure des KnNOS à celles des NOS de mammifères, les structures des 

domaines oxygénases des KnNOS obtenues par modélisation AlphaFold ont été alignées avec 

la structure du domaine oxygénase de la iNOS de Mus musculus obtenue expérimentalement 

(PDB : 1NOD ; Crane, 1998) via l’outil MatchMaker de Chimera  (Meng et al., 2006). La 

conservation des amino-acides à chaque position dans le domaine oxygénase des KnNOS par 

rapport au domaine oxygénase de la iNOS de Mus musculus (1NOD) a été calculée via AL2CO 

dans Chimera.  

4. Reconstruction phylogénétique des NOS chez les organismes 
photosynthétiques 

Les séquences NOS des algues utilisées ont été répertoriées dans de précédentes études (Di 

Dato et al., 2015; Jeandroz et al., 2016; Santolini et al., 2017). De nouvelles séquences de NOS 

ont également été extraites des bases de données chez différentes espèces : Mesostigma 

viride, Chlorokybus atmophyticus, Edaphochlamys debaryana, Chlamydomonas incerta et 

Chlamydomonas scholesseri. Les protéines NOS ont été alignées avec ClustalW et l'arbre 



Fig. I.7. Résultats des réactions 5’ et 3’ RACE-PCR. Dans un premier temps les adapteurs
ont été fixés au extrémité 5’ (rectangle jaune) et 3’ (rectangle rouge). Dans un second
temps, les PCR externes ont été réalisées avec les amorces spécifiques de l’ADNc (R7
pour l’extrémité 5’ et F7 pour la 3’) et celles spécifiques des adaptateurs fournis par le kit
(5E pour l’extrémité 5’ et 3E pour l’extrémité 3’). Une deuxième PCR dite interne a été
effectuée depuis le produit PCR de réaction externe avec les amorces spécifiques de
l’ADNc (R8 pour l’extrémité 5’ et F8 pour l’extrémité 3’) et celles spécifiques des
adaptateurs (5I pour l’extrémité 5’ et 3I pour l’extrémité 3’). Les flèches noires épaisses
représentent les séquences déjà vérifiées de l’ADNc de la KnNOS1, les flèches rose pâle
représentent les séquences qui pourraient être obtenues par 5’ et 3’-RACE.
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phylogénétique a été construit par la méthode du maximum de vraisemblance en utilisant 

MEGA (Tamura et al., 2021). Une analyse bootstrap a été réalisée (n = 500). Tous les nœuds 

dont les valeurs de bootstrap étaient inférieures à 50 % ont été regroupés en polytomies.  

C. Résultats 

Dans une précédente étude menée au laboratoire, K. nitens a été identifiée comme une des 

rares Streptophytes possédant une séquence codante pour une protéine de type NOS 

(Jeandroz et al., 2016).  Dans cette étude, la séquence de la NOS d’Ostreoccocus tauri (OtNOS) 

a servi de requête à un BLASTp (protein-protein Basic Local Alignment Search tool) contre la 

base de données du NCBI et a permis d’identifier une protéine de type NOS codée par le gène 

kfl00076_0350 avec une E-value de 2e-175, un recouvrement de 96 % et un pourcentage 

d’identité de 35,85 %. Afin d’affiner cette analyse, un nouveau BLASTp a été réalisé en utilisant 

uniquement la partie oxygénase de la OtNOS comme requête. Plusieurs séquences ont ainsi 

été identifiées chez K. nitens : i) une séquence protéique de 1099 acides aminés codée par le 

gène kfl00076_0350, annotée nitric oxide synthase (appelée KnNOS1 dans notre travail), ii) 

une seconde séquence protéique de 1205 acides aminés, codée par le gène kfl00646_0015 

(appelée KnNOS2), iii) une séquence plus courte de 152 acides aminés codée par le gène 

kfl00646_0010, appelée N-oxy (Fig. I.4). La KnNOS1 présente une architecture classique de 

NOS de mammifères, soit un domaine oxygénase suivie d’un domaine réductase alors que la 

KnNOS2 présente une grande extension dans la partie C-terminal qui contient un motif 

ankyrine et un domaine globine (Fig. I.4 ; Chatelain et al., 2021). La séquence N-oxy est trop 

courte pour correspondre à une protéine de type NOS, il est toutefois intéressant de noter 

que le gène codant la N-oxy est situé en amont du gène codant pour la KnNOS2 sur le même 

scaffold (646). Nous avons ainsi étudié plus en détail les séquences nucléotidiques et 

protéiques des KnNOS1 et 2. 

1. La protéine KnNOS1 : une architecture canonique de NOS 

a) Vérification de la séquence nucléotidique de l’ADNc de la KnNOS1 

Le génome de K. nitens a été séquencé une seule fois et un deuxième séquençage a été réalisé 

afin d’identifier le transcriptome de K. nitens (Hori et al., 2014). L’annotation du génome ainsi 

obtenue reste prédictive. Il est donc important de vérifier par biologie moléculaire les 



Fig. I.8. A) Modèle AlphaFold de la protéine KnNOS1. Le domaine oxygénase est
représenté en bleu foncé, le domaine FMN en orange, le domaine FNR en orange clair. B)
Représentation graphique de la prédiction d’erreur d’alignement (Predicted Aligned Error
; PAE) calculée par AlphaFold pour la modélisation du domaine oxygénase de la KnNOS1,
le rouge correspond à un taux d’erreur important dans la modélisation 3D effectuée par
AlphaFold alors que le bleu représente un taux d’erreur faible. C) Modèle AlphaFold du
domaine oxygénase de la KnNOS1 (bleu clair), aligné avec la structure PDB 1 NOD (rose
pâle ; domaine oxygénase de la iNOS de Mus musculus). L’hème de la 1NOD est
représenté en gris.
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séquences disponibles dans la base de données de K. nitens1. Afin d’obtenir la séquence 

codante de la KnNOS1 nous avons réalisé des RT-PCR avec le couple d’amorces F1-R1 

permettant d’amplifier l’ADNc pleine longueur de la KnNOS1 (Fig. I.4 ; Tab I.1). Selon les 

prévisions de la base de données du projet K. nitens, l’ADNc de la KnNOS1 présenterait une 

taille de 3,3 kb. Aucune des polymérases testées ne nous a permis d’amplifier l’ADNc pleine 

longueur de la KnNOS1 (Fig. I.5). Bien que les enzymes sélectionnées présentent des capacités 

d’amplification supérieure à la taille de l’ADNc de la KnNOS1, il se peut que la matrice 

d’amplification soit trop complexe pour synthétiser 3,3 kb en une seule réaction. Afin de 

limiter la taille de la séquence à amplifier nous avons utilisé des couples d’amorces 

intermédiaires (Tab.I.1 ; Fig.I.2). Toutes les PCR intermédiaires ont été réalisées avec l’enzyme 

Phire II (ThermoFisher), cette enzyme ayant donné les meilleurs résultats (elle a notamment 

permis l’obtention de fragment d’une taille de 950 pb, résultats non montrés). Des réactions 

utilisant les couples d’amorces F1-R8, F2-R6, F6-R2 et F8-R1 ont été réalisées et les produits 

PCR ont été séquencés (Fig. I.6). Les résultats de séquençage ont confirmé la séquence de 

l’ADNc présent dans la base de données. Seulement 532 pb entre les amorces R6 et F6 n’ont 

pu être amplifiées malgré les différents couples d’amorces utilisés (F5-R4, F3-R5, F4-R4, F3-

R4 ; Fig. I.2 ; Tab I.1 ; résultat non montré).  

Lors du séquençage du génome et du transcriptome de K. nitens, sur les 17055 gènes prédits1, 

seulement 9100 gènes ont été prédits avec les séquences 5’UTR et 3’UTR correspondantes. 

Les séquences 5’UTR et 3’UTR du gène KnNOS1 étant inconnues, nous avons réalisé des 

expériences de 5’ et 3’ RLM-RACE afin d’identifier les séquences 5’UTR et 3’UTR associées à la 

KnNOS1. La 5’ RACE-PCR ne nous a pas permis d’amplifier la séquence 5’UTR (Fig. I.7). La 3’ 

RACE-PCR a mené à l’amplification d’un fragment d’environ 800 pb. Cependant, il est peu 

probable que ce produit PCR corresponde à l’amplicon F7-3E. En effet, comme il y a déjà 1000 

pb entre l’amorce F7 et le codon stop de l’ADNc de la KnNOS1, nous aurions dû obtenir un 

produit PCR de taille supérieure à 1000 pb. Après le séquençage de ce fragment, il a été 

confirmé qu’il ne s’agissait pas d’ADNc de K. nitens.  

                                                      
1 http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp/~algae_genome_project/klebsormidium/  

http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp/~algae_genome_project/klebsormidium/


Fig. I.9. Détails des sites de fixation A) de l’hème (gris) et B) de la L-arginine (vert) sur
l’alignement des domaines oxygénase du modèle 3D de la KnNOS1 (bleu clair) et de la
représentation PDB de la 1NOD (rose pâle). C) Conservation des acides aminés au niveau
du site de fixation de la L-arginine (vert) du modèle 3D de la KnNOS1 par rapport au
domaine oxygénase de la iNOS de Mus musculus. Les acides aminés conservés sont
représentés en rouge sur le modèle 3D et ceux non conservés sont représentés en bleu.
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b) Obtention des modèles 3D de la KnNOS1 

La séquence nucléotidique de la KnNOS1 ayant été en grande partie vérifiée, nous avons choisi 

d’étudier la structure 3D de la protéine codée par la KnNOS1. Depuis janvier 2022, DeepMind 

en collaboration avec EMBL-European Bioinformatics Institute ont créé une nouvelle base de 

donnée, AlphaFold DB2, afin de rendre accessibles les modèles 3D prédits in silico de plus de 

360 000  protéines provenant de 21 protéomes différents (Varadi et al., 2022). Le génome et 

le transcriptome de K. nitens ont été déposés sur la GenBank de l’EMBL (Numéro d’accession 

: DF236950-DF238763). Ainsi, les modélisations 3D des protéines de K. nitens sont disponibles 

sur AlphaFold DB.   

La structure 3D de la KnNOS1 a été visualisée sur Chimera et les domaines oxygénase et 

réductase ont été colorés respectivement en bleu et en orange (Fig. I.8.A). Cette organisation 

domaine oxygénase/domaine réductase est classiquement retrouvé chez les NOS de 

mammifères (Campbell et al., 2014). Afin de comparer plus en détail la structure 3D prédite 

de la KnNOS1 à celles des NOS de mammifères, nous avons superposé la structure 3D du 

domaine oxygénase à celle de la iNOS de Mus musculus obtenue expérimentalement et 

disponible sur la PDB (1NOD ; Crane, 1998). Dans un premier temps, il a été nécessaire 

d’obtenir le modèle de la structure 3D du domaine oxygénase de la KnNOS1 seul (KnNOS1oxy ; 

acides aminés 1 à 455). Le modèle de prédiction 3D obtenu est relativement fiable (Fig. I.8.B) 

puisque les zones rouges, qui indiquent une plus forte incertitude, ne correspondent qu'à la 

partie N-ter désorganisée que l’on retrouve sur le modèle 3D de la structure entière de la 

KnNOS1 (Fig. I.8.A). Dans un second temps, la structure de la KnNOS1oxy a été superposée à 

la structure du domaine oxygénase de la iNOS de Mus musculus (1NOD) en omettant la partie 

N-ter désorganisée (Fig. I.8.C). Les deux structures présentent une forte similarité validant le 

modèle proposé pour la KnNOS1oxy. Majoritairement les structures en hélices alpha et en 

feuillet béta de la KnNOS1oxy et de la 1NOD se superposent parfaitement, bien qu’il n’y ait 

que 35,34 % d’identité entre les séquences primaires de la KnNOS1oxy et de la 1NOD. La iNOS 

de Mus musculus a été cristallisée avec son noyau héminique et liée à son substrat. Lorsqu’on 

se focalise sur l’hème de la 1NOD, les acides aminés aux alentours de l’hème, ainsi que la 

structure 3D, apparaissent parfaitement conservés (Fig. I.9.A). Par exemple, la cystéine 194 

de la 1NOD, qui coordonne l’hème, est conservée chez la KnNOS1oxy (Cystéine 158). Chez les 

                                                      
2 https://alphafold.ebi.ac.uk/  

https://alphafold.ebi.ac.uk/


Fig. I.10. Résultat des réactions PCR menées pour l’obtention de fragments de l’ADNc de
la KnNOS2. Les amorces sens sont représentées en jaune et les amorces antisens en
rouge. Les flèches noires indiquent les bandes correspondant à la taille attendue du
produit PCR. Les produits PCR séquencés sont représentés par les flèches noires au-
dessus de la flèche fuchsia représentant la séquence de l’ADNc de la KnNOS2. Le
rectangle rose clair représente la partie de l’ADNc de la KnNOS2 qui n’a pas encore pu
être obtenue par PCR ni donc vérifiée par séquençage.
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NOS de mammifères, la cystéine responsable de la coordination de l’hème est comprise dans 

le motif WRNAPRC, qui est conservée chez les NOS d’algues à l’exception de l’arginine 193 

remplacée par une lysine (en position 157 pour l’algue ; Fig. I.9.A). La structure du site actif 

du substrat de la NOS, la L-arginine, est également conservée entre la 1NOD et la KnNOS1oxy 

(Fig. I.9.B). La représentation en surface de la KnNOS1oxy met bien en évidence la 

conservation de la poche du site actif, la prédominance de la coloration rouge confirme la 

conservation des acides aminés du site actif de l’enzyme entre la KnNOS1oxy et la 1NOD (Fig. 

I.9.C). La prédiction de la structure 3D de la KnNOS1 permet de supposer que la KnNOS1 

pourrait coordonner un noyau héminique et fixer correctement la L-arginine. Nous pouvons 

ainsi supposer que la KnNOS1 possède une structure lui permettant d’être active et de 

produire du NO depuis son substrat la L-arginine.  

2. La protéine KnNOS2 : une architecture atypique et incomplète 
de NOS 

a) Vérification de la séquence nucléotidique de l’ADNc de la KnNOS2 

Tout comme pour la KnNOS1, nous avons souhaité séquencer la KnNOS2, afin de vérifier la 

séquence nucléotidique disponible dans la base de données de K. nitens. De nouveau, nous 

avons rencontré des difficultés à amplifier par PCR l’ADNc pleine longueur de la KnNOS2 

(résultats non montrés). Des amorces intermédiaires ont donc été utilisées afin de pouvoir 

amplifier des fragments de l’ADNc de la KnNOS2 (Fig. I.10 ; Tab. I.1).  

Dans un premier temps, nous avons vérifié la présence de l’ADNc codant pour la N-oxy par 

PCR avec le couple d’amorces F1-R9 (Fig. I.10). La séquence du produit PCR obtenu a été 

déterminée par séquençage, confirmant que le produit PCR obtenu correspondait bien à 

l’ADNc de la N-oxy. Cependant la présence du gène de la N-oxy en amont du gène de la 

KnNOS2 et la complémentarité de leurs séquences protéiques nous ont amenés à supposer 

qu’il ne s’agissait en réalité que d’un seul gène, codant pour une seule protéine. Une PCR 

réalisée sur l’ADNc de K. nitens avec le couple d’amorces F2-R8 nous a permis de confirmer 

cette hypothèse, puisque nous avons amplifié la fin de l’ADNc N-oxy ainsi que le début de 

l’ADNc de la KnNOS2 dans la même réaction (Fig. I.10). Les réactions de PCR réalisées avec les 

couples d’amorces F3-R6, F4-R5, F5-R3 et F6-R2 ont fonctionné et les produits PCR obtenus 

ont été séquencés afin de confirmer la séquence de l’ADNc de la KnNOS2 (Fig. I.10). Seules les 



Fig. I.11. Résultats des 5’ et 3’ RACE-PCR. Dans un premier temps les adapteurs ont été
fixés au extrémité 5’ (rectangle jaune) et 3’ (rectangle rouge). Dans un second temps, les
PCR externes ont été réalisées avec les amorces spécifiques de l’ADNc (R7 pour
l’extrémité 5’ et F7 pour la 3’) et celles spécifiques des adaptateurs fournis par le kit (5E
pour l’extrémité 5’ et 3E pour l’extrémité 3’). Une deuxième PCR dite interne a pu être
réalisée depuis le produit PCR de réaction externe avec les amorces spécifiques de l’ADNc
(R8 pour l’extrémité 5’ et F8 pour l’extrémité 3’) et celles spécifiques des adaptateurs (5I
pour l’extrémité 5’ et 3I pour l’extrémité 3’). Les flèches noires épaisses représentent les
séquences déjà vérifiées de l’ADNc de la KnNOS2, les flèches rose pâle représentent les
séquences qui pourraient être obtenues par 5’ et 3’-RACE. La flèche noire indique la
bande correspondant au produit PCR attendu pour la 3’-RACE PCR.
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359 dernières paires de bases en 3’ de l’ADNc de la KnNOS2 n’ont pas pu être amplifiées par 

PCR.  

Dans un second temps, comme pour la KnNOS1, nous avons réalisé des expériences de 5’ et 

3’ RLM-RACE afin d’identifier les séquences 5’UTR et 3’UTR associées à la KnNOS2. De 

nouveau, la réaction de 5’ RACE-PCR n’a pas fonctionné (Fig. I.11). Cependant, la réaction de 

3’ RACE-PCR a permis d’amplifier un fragment d’environ 1000 pb (Fig. I.11). Contrairement à 

la KnNOS1, le produit de PCR obtenu a migré à une taille correspondant à nos attentes 

puisqu’il devait avoir une taille supérieure à 450 pb. Après séquençage, il a été confirmé qu’il 

s’agissait de l’extrémité 3’ de la KnNOS2. Ainsi les 352 pb de l’extrémité 3’ de la KnNOS2 qui 

n’avaient pas été amplifiées par PCR, ont pu être vérifiées par séquençage du produit de la 3’-

RACE PCR. Nous avons également identifié la séquence en 3’ UTR de la KnNOS2 (cf. ANNEXES).  

b) Proposition d’un nouveau ORF pour l’ADNc de la KnNOS2 

La séquence protéique de la KnNOS2 proposée par la base de données de K. nitens, codée par 

le gène kfl00646_0015, présentait une extrémité N-ter très courte par rapport à la KnNOS1 ou 

même par rapport aux NOS de mammifères. Cette séquence ne pouvait pas correspondre à 

une protéine NOS active puisque la cystéine du motif WRNAPKC permettant la coordination 

de l’hème était absente (Fig. I.12). Cependant la séquence N-oxy, codée par le gène 

kfl00646_0010, présentait ce motif. Les expériences de RT-PCR ont permis de confirmer que 

les gènes kfl00646_0010 et kfl00646_0015 ne formaient en réalité qu’un seul gène (Fig. 1.10). 

Nous avons proposé un nouvel ORF du gène codant pour la KnNOS2, ce qui nous permet 

d’obtenir la séquence protéique KnNOS2 présentée dans la Fig. I.12. La protéine KnNOS2 

présente une architecture atypique de NOS avec une large extension de la partie C-terminale. 

Une analyse des domaines protéiques conservés à l'aide de l’outil CD-Search du NCBI a révélé 

un motif ankyrine et un domaine globine dans cette extension du côté C-terminal (Marchler-

Bauer et al., 2011). Cette organisation structurale, de type « NOS-Globine », a précédemment 

été identifiée in silico chez l’algue verte Gonium pectorale (Santolini et al., 2017). 

c) Obtention des modèles 3D de la KnNOS2  

A partir de la séquence protéique primaire de la KnNOS2, un modèle de structure 3D a été 

prédit via l’algorithme de ColabFold (Fig. I.3). Le modèle de la structure 3D de la KnNOS2 a été 

visualisé sur Chimera et les domaines oxygénase et réductase ont été colorés respectivement 

en bleu et en orange, alors que le domaine ankyrine a été coloré en bleu clair et le domaine 



Fig. I.12. Alignement des séquences protéiques de la KnNOS1 (NOS1), du nouvel ORF de
la KnNOS2 (NOS2) et des séquences de la KnNOS2 (kfl00646_0015_v1.1) et de la N-oxy
(kfl00646_0010_v1.1) présentes dans la base de données de K. nitens. Les domaines
oxygénase sont représentés en bleu foncé, les domaines FMN en orange, les domaines
FNR en orange clair, le domaine ankyrine en bleu clair et le domaine globine en marron.
La séquence encadrée en rouge correspond à l’addition de la séquence N-oxy dans l’ORF
de la KnNOS2. Le motif de liaison à l’hème WRNAPKC est représenté en orange vif.
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globine en marron (Fig. I.13.A). Comme la KnNOS1, la KnNOS2 possède les deux domaines 

classiques retrouvés chez les protéines NOS : le domaine oxygénase et le domaine réductase. 

Le domaine globine présente une structure caractéristique des globines de la famille T, 

composé de six hélice alpha, avec la présence de deux résidus histidine distaux et proximaux 

permettant la coordination du noyau héminique (Fig. I.13.A ; Vázquez-Limón et al., 2012). 

Comme pour la KnNOS1,  nous avons superposé la structure 3D du domaine oxygénase à celle 

de la iNOS de Mus musculus obtenue expérimentalement, disponible sur la PDB (1NOD ; 

Crane, 1998). Dans un premier temps, il a été nécessaire d’obtenir le modèle de la structure 

3D du domaine oxygénase de la KnNOS2 seul (KnNOS2oxy ; acide aminés 1 à 421). Le modèle 

de prédiction 3D obtenu présente très peu d’incertitude puisque la majorité du graphique de 

PAE est bleu (Fig. I.13.B). La séquence N-ter de la KnNOS2 étant plus courte que celle de la 

KnNOS1, nous ne retrouvons pas dans le graphique PAE la zone rouge correspondant à 

l’incertitude dans le repliement de la partie N-terminale désorganisée. Dans un second temps, 

les structures des KnNOS2oxy et 1NOD ont été superposées. De nouveau, les deux structures 

présentent une forte similarité bien qu’il n’y ait que 35,10 % d’identité entre les séquences 

primaires de la KnNOS2oxy et de la 1NOD, avec des différences présentes principalement dans 

les régions désorganisées (Fig. I.13.C). Comme pour la KnNOS1, le motif WRNAPKC est 

retrouvé avec la cystéine 124 qui pourrait permettre la coordination de l’hème (Fig. I.14.A). 

La structure du site de fixation de la L-arginine présente également une forte similarité entre 

la KnNOS2oxy et la 1NOD avec la conservation des acides aminés nécessaires à la fixation du 

substrat, notamment l’arginine 375 de la 1 NOD, conservée chez la KnNOS2oxy par l’arginine 

308 (Cinelli et al., 2020 ; Fig. I.14.B). La représentation en surface de la poche du site actif de 

la KnNOS2oxy confirme de nouveau la conservation des acides aminés du site actif de 

l’enzyme entre la KnNOS1oxy et la 1NOD (Fig. I.14.C). La prédiction du modèle 3D de la 

KnNOS2oxy permet de valider la viabilité de la séquence protéique proposée ci-dessus (cf. 

CHAPITRE I – Résultat.2.b). Bien que la KnNOS2 présente une structure atypique avec 

l’adjonction d’un domaine globine en C-terminale, la structure de son domaine oxygénase 

laisse supposer que cette enzyme possède une structure lui permettant d’être active et de 

produire du NO depuis son substrat la L-arginine.  



Fig. I.13. A) Modèle AlphaFold de la protéine KnNOS2. Le domaine oxygénase est
représenté en bleu foncé, le domaine FMN en orange, le domaine FNR en orange clair,
les répétitions ankyrine en bleu clair et le domaine globine en marron. B) Représentation
graphique de la prédiction d’erreur d’alignement (Predicted Aligned Error ; PAE) calculé
par AlphaFold pour la modélisation du domaine oxygénase de la KnNOS2. Le rouge
correspond à un taux d’erreur important dans la modélisation 3D effectuée par
AlphaFold alors que le bleu représente un taux d’erreur faible. C) Modèle AlphaFold du
domaine oxygénase de la KnNOS2 (bleu clair), aligné avec la structure PDB 1 NOD (rose
pâle ; domaine oxygénase de la iNOS de Mus musculus). L’hème de la 1NOD est
représenté en gris.

Predicted Aligned Error plot
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3. Diversité phylogénétique des NOS chez les organismes 
photosynthétiques et place des KnNOS dans cette phylogénie 

Comme indiqué précédemment, des NOS ont été identifiées chez plusieurs algues au cours 

des dernières années (Jeandroz et al., 2016; Santolini et al., 2017). Plusieurs NOS d’algues 

présentent une structure atypique avec notamment l’adjonction d’un domaine globine soit à 

l’extrémité N-terminale de la protéine ou à l’extrémité C-terminale comme pour la KnNOS2. 

Afin d’étudier l’évolution des NOS et des différentes organisations chimériques de NOS-

Globine ou Globine-NOS, un arbre phylogénétique des protéines NOS a été construit (Fig. 

I.15 ; cf. article scientifique n°3 ANNEXES). Nous remarquons que les NOS sont retrouvées 

dans la lignée verte (Streptophytes et Chlorophytes) mais aussi chez les algues rouges, les 

diatomées, les dinoflagellés et les algues brunes. Nous notons également plusieurs 

divergences entre la phylogénie des organismes photosynthétiques et celle déduite des 

protéines NOS. Par exemple, les NOS des Chlorophytes ne sont pas regroupées ensemble, ou 

encore la lignée verte (Streptophytes et Chlorophytes) ne forme pas un groupe 

monophylétique, contrairement à la phylogénie végétale, puisque plusieurs NOS de 

diatomées et d'algues rouges appartiennent aux mêmes clades. Il est également intéressant 

de noter que les deux KnNOS sont regroupées, la KnNOS2 n'étant pas apparentée aux autres 

NOS-globines trouvées chez Edaphochalamys debaryana et chez les deux espèces de 

Chlamydomonas. A contrario, la Globine-NOS présente chez Skeletonema costatum (n°2), 

n’est pas regroupée avec l’autre NOS présente chez S. costatum (n°1). En effet, la Globine-

NOS de S. costatum est regroupée avec la NOS de Pseudo-nitzchia multistriata qui présente 

également une architecture Globine-NOS.  

D. Discussion et perspectives 

Dans ce chapitre, nous avons analysé les séquences et les structures protéiques des NOS de 

K. nitens ce qui nous a permis d’émettre des hypothèses quant à leur fonction et leur 

évolution.  

Le génome de K. nitens a été séquencé en 2014 (Hori et al., 2014). Cependant, 

comparativement au génome d’autres organismes eucaryotes modèles comme celui de 

l’homme, de l’arabette ou encore de la levure, le génome de K. nitens n’a été séquencé qu’une 

fois et son transcriptome qu’une seule fois également, son annotation reste à améliorer. 

Depuis les années 2000, le nombre de génomes séquencés s’accroît de façon exponentielle. 



Fig. I.14. Détails des sites de fixation A) de l’hème (gris) et B) de la L-arginine (vert) sur
l’alignement des domaines oxygénase du modèle 3D de la KnNOS2 (bleu clair) et de la
représentation PDB de la 1NOD (rose pâle). C) Conservation des acides aminés au niveau
du site de fixation de la L-arginine (vert) du modèle 3D de la KnNOS2 par rapport au
domaine oxygénase de la iNOS de Mus musculus. Les acides aminés conservés sont
représentés en rouge sur le modèle 3D et ceux non conservés sont représentés en bleu.

A                                                B                                      
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Le traitement de toutes les données de génome accumulées a nécessité une automatisation 

de l’annotation. Cependant, même en utilisant les meilleurs algorithmes de prédiction, des 

erreurs dans l’annotation proposée restent présentes et plusieurs séquençages sont 

nécessaires pour arriver à une version définitive (Stein, 2001; Salzberg, 2019). En effet, 

lorsqu’un génome n’est séquencé qu’une ou deux fois, des erreurs telles que l’introduction de 

codons stops erronés ou de décalages du cadre de lecture au milieu d’un gène sont possibles. 

Les logiciels d’annotation ne pouvant pas toujours résoudre ce type d’erreur, il est alors 

nécessaire de réannoter les gènes concernés sur la base de nouveaux séquençages partiels 

(Salzberg, 2019). Pour ces raisons, nous avons vérifié les deux séquences nucléotidiques des 

KnNOS par RT-PCR et séquençage des produits d’amplification.  

Les ADNc pleine longueur des KnNOS n’ont cependant pas pu être amplifiés. Plusieurs 

hypothèses peuvent expliquer les difficultés d’amplification des ADNc pleine longueur des 

KnNOS. Par exemple, l’instabilité de l’ARNm des KnNOS peut rendre difficiles son amplification 

par PCR et sa détection. En effet, l’ARNm de la iNOS est indétectable en absence de traitement 

avec des cytokines, en partie en raison de son instabilité (de Vera et al., 1996; Linn et al., 1997). 

L’instabilité de l’ARNm de la iNOS des mammifères est contrôlée par la région 3’ UTR et 

particulièrement par la présence de motifs redondants AUUUA et AUUUUA (motifs ARE : 

Adenylate/uridylate-rich elements) déjà connus pour déstabiliser l’ARNm de certains proto-

oncogènes ou encore de facteurs de transcription (Chen and Shyu, 1995; Pautz et al., 2010). 

En effet, la stimulation de cellules humaines avec des cytokines conduit à la fixation de la 

protéine HuR sur les motifs ARE de la région 3’ UTR de l’ARNm de la iNOS afin de le stabiliser 

et de permettre la traduction de la protéine iNOS. En absence de stimuli, c’est la protéine KSRP 

qui vient se fixer sur ces motifs, ce qui conduit au recrutement de la machinerie de 

dégradation de l’ARNm (Rodriguez-Pascual et al., 2000). Dans la séquence 3’ UTR de la 

KnNOS2 identifiée par 3’ RACE-PCR, nous avons identifié un motif AUUUA distant d’environ 

530 pb du codon stop. Dans les données génomiques de K. nitens nous avons également 

retrouvé des motifs AUUUA et AUUUUA en 3’ du gène codant pour la KnNOS1, respectivement 

distant de 280 pb et 600 pb du codon stop du gène de la KnNOS1. Cependant, les régulations 

transcriptionnelles via les motifs ARE ont été décrites uniquement chez les mammifères 

(Gutiérrez et al., 1999). Bien que le rôle de ces motifs chez les organismes photosynthétiques 

n’ait pas été démontré, les séquences 3’ UTR chez les plantes jouent également un rôle dans 



Fig. I.15. Reconstruction phylogénétique des protéines NOS. Les séquences NOS des
algues ont été extraites de bases de données (cf. Santolini et al., 2017). Les protéines
NOS ont été alignées avec ClustalW et l'arbre phylogénétique a été construit par la
méthode du maximum de vraisemblance en utilisant MEGA. Une analyse bootstrap a été
réalisée en utilisant 500 répliques. Tous les nœuds dont les valeurs bootstrap étaient
inférieures à 50 % ont été regroupés en polytomies. L'organisation des domaines
protéiques est représentée autour de l'arbre phylogénétique. Les étiquettes orange et
jaune indiquent les structures chimériques NOS-Globine (orange) et Globine-NOS (jaune).
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la stabilité des ARNm notamment en fonction de leur taille, puisqu’il a été montré que les 

séquences 3’ UTR de plus de 300 nucléotides induisent une instabilité de l’ARNm (Green, 1993; 

Schwartz et al., 2006). Il est possible que les motifs ARE aient le même impact sur la stabilité 

de l’ARNm des espèces photosynthétiques. En effet, ces motifs sont fortement représentés 

dans les génomes et les séquences 3’ UTR de A. thaliana, Oryza sativa et Zea mays (Satish and 

Panwar, 2020). De plus, il a été montré que les transcrits de gènes rapporteurs contenant des 

motifs ARE dans leur 3′ UTR sont dégradés plus rapidement dans les cellules de tabac 

transformées de manière stable, et présentent une abondance moins élevée dans les plants 

de tabac transgéniques par rapport aux constructions témoins (Ohme-Takagi et al., 1993; 

Gutiérrez et al., 1999). La voie de dégradation des ARNm médiée par les motifs ARE pourrait 

ainsi être conservée chez les organismes photosynthétiques, dont les algues et K. nitens. La 

présence de ces motifs en 3’ des gènes codant pour les KnNOS permet de supposer que, 

comme les ARNm des iNOS de mammifères, les ARNm des KnNOS peuvent être instables.  

Une autre hypothèse de la difficulté à amplifier par PCR les ADNc pleine longueur des KnNOS 

serait la présence de région riche en GC. En effet, les régions des matrices riches en résidus 

GC ont tendance à se replier en structures secondaires complexes qui ne sont pas dénaturées. 

L'hybridation des amorces, et donc l’amplification de l'ADNc pleine longueur, en seront alors 

affectées (Green and Sambrook, 2019). L’analyse des séquences des ADNc des KnNOS1 et 

KnNOS2 montre que celles-ci contiennent en moyenne 62 % de GC, sachant qu’une séquence 

est définie comme riche en GC à partir d’un taux moyen de 65 % (Hubé et al., 2005). Si nous 

nous focalisons sur les régions des gènes que nous avons eu le plus de mal à amplifier, soit les 

532 pb de la KnNOS1 en milieu de séquence et les 600 dernières paires de bases du côté 3’ de 

la KnNOS2, nous remarquons qu’elles sont particulièrement riches en GC, avec 

respectivement 67 % et 65 % de GC. Les mêmes difficultés d’amplification ont été rencontrées 

pour d’autres gènes au sein de l’équipe, et il se peut que le génome entier de K. nitens soit 

riche en GC. Une autre algue, la Chlorophyte Chlamydomonas reinhardtii, est par ailleurs 

connue pour posséder un génome riche en GC (Barahimipour et al., 2015). Plusieurs solutions 

techniques peuvent être adoptées pour améliorer l’amplification de séquence riche en GC :  

l’utilisation d’enhancers commerciaux, l’utilisation d’un protocole de touchdown PCR, ou 

encore l’addition d’additifs tels que la bétaïne, le DTT, le diméthylsulfoxyde (DMSO) ou 

l’albumine de sérum bovin (BSA ; Green and Sambrook, 2019). Les deux tests que nous avons 
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réalisés, soit l’ajout d’un enhancer commercial fourni avec la polymérase Q5 de NEB et l’ajout 

de 3 % (v/v) de DMSO n’ont cependant pas permis d’améliorer l’amplification des ADNc de la 

KnNOS (résultats non montrés). D’autres concentrations de DMSO pourraient être envisagées 

afin d’améliorer l’amplification des séquences riche en GC. En effet, le gène humain du 

rétinoblastome nécessite une concentration de 10 % de DMSO (v/v) pour être amplifié, de 

même que le gène de fusion de la métallothionéine-1a de mouton, qui nécessite une 

concentration de DMSO entre 2 à 5 % (v/v ; Varadaraj and Skinner, 1994). 

L’amplification de fragment de l’ADNc des KnNOS a toutefois permis de vérifier la séquence 

nucléotidique de la KnNOS1 à 84 % et la séquence de la KnNOS2 en totalité et a mené à une 

nouvelle annotation du gène après avoir détecté la présence du fragment codant pour la N-

oxy (kfl00646_0010) sur le même ADNc que celui codant pour la KnNOS2 (kfl00646_0015). Il 

serait néanmoins important de confirmer ces résultats par l’obtention des ADNc pleine 

longueur. Dans l’optique ou les conditions de réactions PCR ne pourraient pas être améliorées, 

une approche par des expériences haut débit, telles que le séquençage Nanopore ou encore 

le Ribo-seq, pourrait nous permettre de vérifier la séquence des deux KnNOS. En effet, la 

technique du Nanopore permettrait de séquencer directement les ARNm pleine longueur de 

K. nitens et le Ribo-seq de définir les sites de fixation des ribosomes ainsi que les codons 

initiateurs des ARNm précédemment séquencés (Calviello and Ohler, 2017; Workman et al., 

2019). Bien que nous n’ayons travaillé que sur deux gènes de K. nitens, cette étude a permis 

d’améliorer l’annotation du génome de K. nitens.   

L’analyse des séquences primaires des protéines et des structures tridimensionnelles (3D) 

réalisées par le modèle de prédiction AlphaFold des deux KnNOS, et plus particulièrement de 

leurs domaines oxygénase, laisse supposer que leurs structures leur permettraient d’être 

actives et donc de produire du NO. Les séquences primaires des KnNOS, possèdent en effet 

certaines caractéristiques identifiées chez les NOS de mammifères (site de fixation de L-

arginine, site de fixation de l’hème …). Il faut néanmoins noter qu’elles présentent, comme 

chez les autres NOS d’algues décrites, certaines spécificités. Par exemple, la région en doigt 

de zinc, impliquée dans la dimérisation de l’enzyme chez les mammifères, présente une 

structure atypique de type Cys-X3-Cys, comme chez la NOS fonctionnelle d’O. tauri (Santolini 

et al., 2017). Une autre spécificité a été détectée dans le motif de coordination de l’hème 

WRNAPRC, où l’arginine 193 est remplacée par une lysine (en position 157 pour l’algue). 
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Cependant, ce remplacement n’empêche probablement pas la coordination de l’hème, 

puisque la lysine, comme l’arginine, est un acide aminé chargé positivement. De plus, la NOS 

d’Ostreoccucus tauri possède également une lysine à la place de l’arginine dans le motif 

WRNAPRC ce qui ne l’empêche pas d’être active et de produire du NO (Foresi et al., 2010). 

Les modèles de structure 3D présentés suggèrent également que les deux protéines 

identifiées sont fonctionnelles. Cependant ces analyses restent des prédictions et la résolution 

expérimentale des structures de NOS d’organismes photosynthétiques par cristallographie ou 

par résonnance magnétique nucléaire (RMN), présenteraient un atout majeur pour l’évolution 

des connaissances. La mise en œuvre de ces techniques de biochimie structurale requiert 

toutefois au préalable l’obtention de protéines recombinantes en quantité abondante et 

exemptes de tout contaminant (cf. CHAPITRE 3). A ce jour, seules des structures 3D du 

domaine oxygénase ou du domaine réductase de NOS de mammifères en présence de leurs 

ligands ont été élucidées expérimentalement. Les premières structures 3D des domaines 

oxygénase NOS de mammifères ont été réalisées il y a plus de 20 ans (Crane, 1998). Depuis, 

les domaines oxygénases de NOS de mammifères sont régulièrement cristallisés afin d’étudier 

l’impact de médicament ou d’inhibiteur sur leur conformation 3D (Grädler et al., 2011; Li et 

al., 2014; Vasu et al., 2022). 

K. nitens possède la particularité de posséder dans son génome deux séquences 

nucléotidiques codant potentiellement pour deux protéines, KnNOS1 et KnNOS2. Ces deux 

KnNOS possèdent des différences structurales importantes. En effet, si la KnNOS1 présente 

une architecture classique avec un domaine oxygénase et un domaine réductase, la KnNOS2 

possède une architecture atypique avec une extension en position C-terminale de la protéine 

qui contient un domaine ankyrine et un domaine globine. La présence d’un domaine globine, 

bien que ce soit une différence majeure par rapport au NOS de mammifères, n’empêcherait 

pas l’activité de cette dernière. Premièrement, la conservation de la structure 3D canonique 

des NOS pour le domaine oxygénase suggère que l’annotation du gène de la KnNOS2 mènerait 

à une protéine fonctionnelle. Deuxièmement, l'association d’un domaine globine dans la 

séquence d’une NOS a en effet déjà été caractérisée chez la cyanobactérie unicellulaire marine 

Synechococcus PCC 7335. Or, dans cette protéine le domaine globine est situé en position N-

terminale de la protéine (Correa-Aragunde et al., 2018). Une analyse biochimique a montré 

que la NOS de Synechococcus produit du NO et du NO3- in vitro et les données suggèrent que 
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le domaine globine est principalement responsable de la production de NO3- (Picciano and 

Crane, 2019). La présence d’un domaine globine pourrait ainsi conférer de nouvelles capacités 

fonctionnelles pour le métabolisme de l'azote (Correa-Aragunde et al., 2018). En effet, 

l’expression de SyNOS dans les bactéries favorise la croissance cellulaire dans des milieux 

contenant de la L-arginine comme seule source d’azote. Plus récemment, il a été démontré 

que l’expression hétérologue de SyNOS chez Arabidopsis thaliana améliore l’efficience 

d’utilisation de l’azote et la production de graines (Del Castello et al., 2020).  

Nos analyses ont mis en évidence, chez d’autres organismes photosynthétiques, la présence 

de protéines associant une structure NOS et un domaine Globine. Une organisation 

chimérique NOS-Globine, a en effet été identifiée chez Chlorokybus atmophyticus et 

Mesostigma viride (Charophytes) et chez Chlamydomonas incerta, C. schloessori et 

Edaphochlamys debaryana (Chlorophytes). L’étude phylogénétique réalisée indique que cette 

organisation NOS-Globine semble être significative du point de vue de l'évolution car elle 

apparaît dans trois des six clades majeurs de Charophytes, les lignées des plus anciennes des 

Streptophytes. Toutefois, le rôle du domaine globine au sein des protéines NOS-Globine chez 

les algues reste à élucider. Une organisation différente Globine-NOS a été identifiée chez deux 

diatomées, Pseudo-nitzschia multistriata et Skeletonema costatum (Di Dato et al., 2015). Par 

ailleurs, S. costatum et K. nitens sont les deux seuls organismes à posséder deux isoformes de 

NOS.  

Si l’on considère l’ensemble des NOS des algues, les divergences entre la phylogénie standard 

des organismes et celle déduite des protéines NOS répertoriées semblent indiquer des 

événements de duplication/perte ou des transferts horizontaux de gènes au cours de 

l'évolution des gènes NOS et par conséquent une homoplasie fonctionnelle putative. Chez les 

vertébrés, les études phylogénétiques suggèrent également des origines indépendantes pour 

les NOS entre les infrarègnes des agnathes et des gnathostomes (Andreakis et al., 2011). Trois 

événements de duplication ont ainsi été proposés afin d’expliquer l’origine des trois isoformes 

des NOS des tétrapodes (Andreakis et al., 2011).   

En conclusion, deux séquences codant pour des NOS ont été identifiées dans le génome de K. 

nitens. Si l’annotation de la KnNOS1 a pu être vérifiée et validée, une nouvelle annotation du 

gène de la KnNOS2 a été proposée. L’étude des séquences primaires protéiques et des 

structures des deux KnNOS a mis en évidence des différences entre ces deux NOS, mais celles-
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ci seraient potentiellement fonctionnelles. L’étude phylogénétique laisse supposer que les 

NOS de type NOS-Globine auraient des origines indépendantes chez les algues et que les deux 

NOS de K. nitens pourraient résulter d’un événement de duplication récent.  
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A. Contexte de l’étude 

Les travaux menés dans le chapitre I ont permis d’identifier deux isoformes de NOS dans le 

génome de K. nitens. La présence de plusieurs isoformes dans un génome, situation originale 

chez les algues vertes (cf. CHAPITRE I), est communément décrite chez les métazoaires 

(Andreakis et al., 2011). L’étude des séquences et des structures de ces différentes isoformes 

de NOS a apporté de nombreux indices sur l’évolution de cette famille d’enzyme.  En effet, 

Andreakis et al., (2011) a proposé plusieurs événements de duplication génique qui seraient 

à l’origine des trois isoformes de NOS chez les mammifères. Les protéines NOS présentent 

ainsi des domaines qui leur sont propres en fonction des isoformes. Ainsi, le domaine PDZ 

existe uniquement sur la NOS1 alors que la boucle auto-inhibitrice n’est retrouvée que sur les 

deux NOS constitutives (NOS1 et NOS2 ; Campbell et al., 2014). Ce modèle d’évolution 

considère que ces trois protéines NOS soient sous-fonctionnalisées (sous-spécialisation de 

fonction). Plus récemment, Annona et al., (2022) ont confirmé cette sous-fonctionnalisation 

des NOS et la perte réciproque de fonction qui se sont produites dans différentes lignées lors 

des duplications du génome des vertébrés.  

La sous-fonctionnalisation des NOS enrichit la complexité de la signalisation NO, chaque 

isoforme pouvant donc présenter une spécificité d’expression en fonction de l’environnement 

et de la réponse physiologique. L’étude de ces spécificités apporte donc des informations sur 

la compréhension de la signalisation NO.  

1. NOS, NO et réponse aux stress  

a) La sous-fonctionnalisation des NOS : une réponse adaptée selon 
le contexte physiologique 

Les duplications à l’origine des trois gènes NOS de mammifères ont conduit à l’expression de 

trois isoformes sous-spécialisées, notamment en ce qui concerne leur répartition tissulaire. En 

effet, la NOS1 est présente en majorité dans les cellules neuronales, mais également dans les 

muscles squelettiques et le muscle cardiaque (Förstermann and Kleinert, 1995; Gantner et al., 

2020). La NOS2 est retrouvée dans de nombreux types cellulaires tels que les macrophages, 

les hépatocytes, les cellules musculaires lisses, les chondrocytes, les cellules gliales, les 

astrocytes, les neurones ou encore les myocytes cardiaques (Förstermann and Kleinert, 1995; 

Cinelli et al., 2020). La NOS3 est quant à elle majoritairement exprimée dans les cellules 

endothéliales vasculaires et gastrointestinales (Förstermann and Kleinert, 1995; Gantner et 



Fig. II.1. Schéma de l’impact de la NOS1 et la NOS2 dans la réponse inflammatoire aux
lipopolysaccharides (LPS). Le LPS est reconnu par le récepteur Toll Like Receptor 4 (TLR4)
ce qui active la NOS1. La NO produit par la NOS1 déclenche la S-nitrosation de la protéine
SOCS1 qui ne pourra pas hydrolyser la sous-unité p65 du facteur de transcription NF-B.
NF-B est alors transloqué dans le noyau et permet l’induction de gènes pro-
inflammatoire dont celui codant pour la NOS2, qui conduit à une forte augmentation de
NO.
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al., 2020). Des modifications post-transcriptionnelles influencent également la localisation 

intracellulaire des différentes isoformes de NOS. En effet, la palmitoylation de la cystéine 3 de 

la NOS2 est nécessaire à son trafic intracellulaire (Navarro-Lérida et al., 2004). La 

myristoylation et la palmitoylation de la NOS3 favorisent son insertion membranaire dans les 

calvéoles, des invaginations de la membrane plasmique, ce qui diminue grandement son 

activité. Si le flux de calcium augmente, la NOS3 sera dissociée de la calvéoline afin d’être 

active, alors que lorsque le niveau de Ca2+ retourne à son niveau basal, la re-palmitoylation de 

l’enzyme favorise sa réinsertion dans les membranes calvéolaires (Feron et al., 1998).  

De plus, la sous-fonctionnalisation des trois isoformes leur confère des réponses spécifiques 

en fonction des contextes physiologiques. Par exemple, la NOS3 est principalement impliquée 

dans la vasoconstriction (Villanueva and Giulivi, 2010). Elle est régulée également dans des 

contextes pathologiques, comme en réponse à une hyperglycémie chez les diabétiques, où 

son activité est spécifiquement inhibée par l’addition d’une β-N-acétylglucosamine sur la 

sérine 1177 (Negre-Salvayre et al., 2022). La NOS1 est impliquée dans de nombreuses 

fonctions au niveau neuronal, et notamment dans la potentialisation à long terme, une forme 

de plasticité synaptique, jouant un rôle dans la formation de la mémoire dans l'hippocampe. 

En effet, l’inhibition de la NOS1 altère l'apprentissage et a des effets délétères sur la mémoire 

(Zhou and Zhu, 2009). La NOS2 est quant à elle principalement impliquée dans la réponse 

immunitaire (Cinelli et al., 2020). Toutefois, en réponse à certains pathogènes, comme le 

bacille de la tuberculose ou le VIH, son ARNm s’accumule ce qui conduit à une forte 

augmentation de son activité dans les tissus du cerveau, pouvant notamment conduire à des 

dommages neuronaux et à de la démence (Cinelli et al., 2020).  

Les trois isoformes peuvent également intervenir au sein d’une même réponse physiologique, 

mais avec une sous-spécificité fonctionnelle et/ou temporelle. Par exemple, dans la 

neurogénèse, les trois isoformes de NOS sont exprimées dans les cellules souches neuronales 

mais à des moments différents (Chong et al., 2018).  Par ailleurs, dans la réponse immunitaire 

déclenchée par des lipopolysaccharides, la NOS1 favorise l’activité du facteur de transcription 

NF-B en inhibant par S-nitrosation la protéine SOCS1 (suppressor of cytokine signaling protein 

1). Cette inactivation empêche SOCS1 de dégrader la sous-unité p65 du facteur NF-B, qui est 

alors transloqué au noyau et permet l’induction de nombreux gènes pro-inflammatoires dont 

celui de la NOS2 (Fig. II.1 ; Baig et al., 2015). Une fois la NOS2 induite, elle génère des quantités 
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importantes de NO (de l’ordre du µM) qui contribuent à la défense contre les agents 

pathogènes envahissants. De ce fait, la NOS2 est donc essentielle à la réponse inflammatoire 

et au système immunitaire inné (Cinelli et al., 2020). 

b) La signalisation NO en réponse aux stress abiotiques chez les 
espèces chlorophylliennes 

Bien qu’il n’y ait pas de NOS chez les plantes terrestres, la signalisation NO chez les végétaux 

est ubiquitaire, notamment lors de stress abiotiques (Fancy et al., 2017). En effet à travers son 

nombre élevé de cibles, le NO module l’expression des gènes et la fonction des protéines à 

des fins d’adaptation à de nouvelles conditions.  

Ainsi, le NO augmente la tolérance de plusieurs espèces végétales au stress salin, comme chez 

Populus euphratica, le blé ou encore le riz, où un traitement avec des donneurs de NO protège 

la plante et promeut la croissance (Uchida et al., 2002; Fancy et al., 2017). Chez les algues, la 

signalisation NO a également un impact sur la réponse au stress salin. Une étude protéomique 

menée chez C. reinardhtii a ainsi mis en évidence l’accumulation de 74 protéines lors d’un 

traitement au NaCl, plusieurs d’entre elles étant associées au métabolisme du NO (cf. 

INTRODUCTION).  

De manière similaire, le traitement avec des donneurs de NO réduit les dommages induits par 

la chaleur dans les plantules de riz, les feuilles de blé et les plantules de maïs (Fancy et al., 

2017). De plus, chez plusieurs espèces végétales, comme le tabac ou Medicago truncatula, un 

pic de production de NO apparait après un stress chaud afin de favoriser l’adaptation de la 

plante et sa survie (Parankusam et al., 2017). Chez l’algue Symbiodinium microadriacticum, 

l’application d’un stress chaud provoque également une accumulation de NO (Bouchard and 

Yamasaki, 2009), mais son rôle exact n’est pas connu.  

En réponse à la déshydratation, la signalisation NO croisée à la signalisation liée à l’acide 

abscissique (ABA) favorise la tolérance à la dessiccation de plusieurs espèces végétales, telles 

que la moutarde brune et l’arabette (Fancy et al., 2017; Sahay et al., 2019). En effet, lors d’un 

tel stress, l’accumulation d’ABA entraine l’activation des enzymes NADPH oxydase RBOH, ce 

qui conduit à une augmentation de la production de H2O2. Il est probable que cette 

augmentation entraine à son tour une activation de la nitrate réductase et une accumulation 

de NO, menant à l’activation de la voie des MAPK puis à la fermeture des stomates, ce qui 

confère à la plante une résistance à la déshydratation (Fancy et al., 2017).  
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Ces données indiquent que la signalisation NO intervient dans la réponse aux stress abiotiques 

chez les organismes photosynthétiques. Nous pouvons ainsi nous questionner sur l’impact de 

ces stress sur l’expression des deux KnNOS.   

2. Les études de transcription chez K. nitens  

Le suivi de l’abondance des transcrits des deux KnNOS en réponse à un stress chaud, un stress 

salin et un stress de déshydratation nous permettrait de caractériser une des facettes de 

l’expression des KnNOS. Jusqu’à présent cependant, peu d’études transcriptomiques ont été 

réalisées chez K. nitens.  

Le transcriptome de cette algue modèle a été identifié en 2014 par séquençage et alignement 

sur son génome de référence (Hori et al., 2014). Depuis, uniquement trois analyses de RNAseq 

ont été publiées : la première a été réalisée en réponse à un traitement à l’auxine indole-3-

acétique acide (Ohtaka et al., 2017). Une seconde, en 2020, a été menée en réponse à un 

traitement au OPDA (Monte et al., 2020), un précurseur de l’hormone bioactive jasmonoyl-

isoleucine. Enfin, la dernière étude en date a été effectuée en 2022 afin d’étudier l’impact 

d’un stress lumineux sur le transcriptome de K. nitens (Serrano-Pérez et al., 2022).  

Les analyses de RNAseq ne sont toutefois pas adaptées à l’analyse d’une régulation fine et 

restent couteuses. La RT-qPCR reste le moyen le plus efficace d’étudier l’accumulation de 

l’ARNm de gènes d’intérêt précis. L’analyse de données de RT-qPCR nécessite toutefois 

l’utilisation de gènes de référence robustes (Bustin et al., 2009). A ce jour, une seule étude a 

publié des résultats de RT-qPCR sur K. nitens (Ohtaka et al., 2017). Dans cette publication, le 

gène kfl00009_042, codant pour une citrate synthase, a été utilisé comme référentiel. 

Toutefois, de nombreuses études indiquent qu’au sein du même organisme la qualité d’un 

gène de référence est dépendante des conditions abiotiques. Il apparait alors nécessaire 

d’adapter les gènes de références utilisés aux conditions choisies (Schmidt and Delaney, 2010; 

Dong et al., 2012; Tang et al., 2017; Li et al., 2020b). 

3. Objectifs   

Dans ce chapitre, à travers l’étude de l’expression des deux KnNOS, nous cherchons à acquérir 

des connaissances sur les sources de production de NO et sur la signalisation NO chez les 

organismes chlorophylliens. La présence de différences dans les profils d’accumulation des 
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ARNm et dans l’abondance des protéines KnNOS pourrait indiquer une sous-

fonctionnalisation des deux KnNOS. 

Afin de remplir cet objectif, une stratégie par RT-qPCR a été choisie afin de suivre les profils 

d’accumulation des ARNm des KnNOS en réponse à trois stress abiotiques décrits comme 

impliquant la signalisation NO, i) un stress chaud, ii) un stress salin, iii) un stress de 

déshydratation induite par le PEG.  

Afin d’analyser les résultats de RT-qPCR il a été nécessaire d’établir une liste de gènes de 

référence adaptés aux conditions de culture et de stress de l’algue K. nitens. Ces résultats ont 

fait l’objet d’une publication dans la revue Scientific Reports (cf. CHAPITRE II - Résultat 1.b.). 

Pour étudier l’abondance de la protéine KnNOS1 par western blot, un anticorps spécifique de 

la KnNOS1 a été synthétisé par l’entreprise Agrisera, spécialiste des anticorps dirigés contre 

les protéines végétales. A l’avenir, la production d’un anticorps spécifiquement dirigé contre 

la KnNOS2 est envisagée.   

B. Matériels et méthodes 

1. Conditions de cultures de K. nitens 

a) Conditions de cultures basales 

La souche de K. nitens (SAG 335-1a) utilisée au laboratoire provient de la collection de cultures 

d’algues de l’université de Göttingen en Allemagne. Elle a été cultivée en milieu minimum C 

liquide (Ohtaka et al., 2017). Les cultures ont été réalisées dans un volume final de 200 mL, 

maintenues sous agitation (130 rpm), à température constante (20 °C), sous une photopériode 

de 16 h jour et 8 h nuit avec une intensité lumineuse de 65 μE.m-2.s-1. Les cultures ont été 

entretenues par dilution au demi tous les 15 jours. 

b) Stress abiotiques 

Les stress abiotiques ont tous été menés sur des cultures de K. nitens d’un volume de 100 mL 

et âgées de 15 jours. Les microalgues ont été récoltées par filtration sous vide sur une 

membrane en nitrate et acétate de cellulose.  

Les cultures de K. nitens ont été soumises à différents stress abiotiques : salin, hydrique et 

thermique. Pour le stress salin, 25 mL de la culture de K. nitens ont été prélevés afin de 

représenter le temps 0 h de la cinétique. Puis 7,5 mL de milieu frais supplémentés en NaCl 5 



Tab. II.1. Gènes de référence candidats et gènes d’intérêts suivis en RT-qPCR. Les
identifiants des gènes de K. nitens et des gènes homologues associés aux gènes de
référence candidats sont référencés. Les séquences des amorces utilisées, la taille des
amplicons et l'efficacité de la RT-qPCR (E) sont indiquées.

Nom du gène
Symbole 

du gène

Identifiant du 

gène

Identifiant du gene, 

espèce

Sequence des amorces (5’-3’) 

sens/anti-sens

Taille

(bp)
E

Eukaryotic translation initiation

factor 3G

eIF3G kfl00006_0710 JN885965.1

Ammopiptanthus mongolicus

AAGCACGGCAGGTTGTAAGT/
AAGGATGAAACGCACCGACA

141 1.899

Eukaryotic translation initiation

factor eIF-6

eIF6 kfl00065_0190 KM229561.1

Closterium ehrenbergii

ACATCTTGGTCGGCAGCTAC/

CGACCAGGGGGACTTGTAAC

114 1.759

Actin and related proteins
ACT kfl00726_0080 AK100267.1

Oryza sativa L.

AAGCTTGCATATGTGGCCCT/

ATGACTTGGCCGTCAGGAAG

101 1.903

Ubiquitin family protein
UBQ kfl00037_0290 AK101547.1

O. sativa L.

TCCTCACAAGCAGCGTCAAA/

GCTGTTGGAACTTGAAGGCG

100 1.890

Ubiquitin/40S ribosomal protein

S27a fusion

Ub/S27 kfl00144_0120 AK061988.1

O. sativa L.

AGTGCGGGTTGACCTATGTG/

TGTGTGTCGAGCTGAAGCAA

136 1.891

40S ribosomal protein S26
S26 kfl00199_0140 XM_001691849.2

Chlamydomonas reinhardtii

GCCTCCACAGTTGCACATTG/

CCGTCTGTAAAGTCCGGCAT

112 1.893

Mitochondrial or chloroplast

ribosomal protein L34 precursor

L34 kfl00870_0030 XM_001697888.2

C. reinhardtii

GGGTTTTGGCAAGGCGAATC/

GCAAGGTAGTTCCCCACTCC

111 1.887

Histone H4
H4 kfl00394_0030 KM229560.1

C. ehrenbergii

AGAATCTACCAGCTCCCCGT/

CTTGGTGATGCCCTGGATGT

138 1.867

Histones H3 and H4
H3 kfl00509_0020 JN543390.1

Ulva linza

AAGCCTCATCGTTATCGCCC/

CAATTTCCCTGACAAGGCGC

115 1.885

Beta tubulin
TUB1 kfl00215_0170 JN543388.1

U. linza

CGACCCCACTGGAACATACC/

CCAGATCCATGAGCACAGCA

116 1.865

Alpha tubulin
TUB2 kfl00203_0030 JN543389.1

U. linza

TGCTGAGAAGGCTTACCACG/

ACGCCATGTACTTACCGTGG

113 1.900

Citrate synthase
CitS kfl00009_0420 - CAGAAACACGTTCAAGGGCG/

GTGGATGGTGAGGTACAGCC

133 1.896

Nitric oxide synthase 1
KnNOS1 kfl00076_0350 - AACCTGAGCTGTTCGAGGTG/

TCTGAAACGCAGGGGATTCC

118 1.836

Nitric oxide synthase 2
KnNOS2 kfl00646_0015 - TCTCTCGTACACTCTGCCCA/

CTAAATGCCGGGACCTTGGT

120 1.877
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M ont été additionnés au 75 mL de culture restant afin d’atteindre une concentration finale 

en NaCl de 454 mM. Une fiole témoin a été traitée avec seulement 7,5 mL de milieu frais. 

Vingt-cinq mL de culture liquide de K. nitens ont alors été récoltés après 1 h, 3 h et 6 h de 

traitement.  

Pour le stress hydrique induit par déshydratation à l’aide de polyéthylène glycol (PEG), une 

fiole a été traitée avec 15 g de PEG-6000 et une autre avec 30 g afin d’obtenir respectivement 

une concentration en PEG de 15 % (m/v) pour un potentiel osmotique (PO) de -0,32 MPa et 

de 30 % (m/v) pour un PO de -1,05 MPa. Le PO induit par le PEG (ψ) a été calculé en utilisant 

l’équation formulée par Michel and Kaufmann (1973) :  

ψ = −(1,18 × 10−2)𝐶 − (1,18 × 10−4)𝐶2 + (2,67 × 10−4)𝐶𝑇 + (8,39 × 10−7)𝐶²𝑇 

Avec 

T : température en °C 

C : concentration de PEG en g/kg d’H2O 

Vingt-cinq mL de culture liquide de K. nitens ont alors été récoltés après 1 jour, 3 jours et 6 

jours de traitement dans une fiole témoin, une fiole à 15 % de PEG et une fiole à 30 % de PEG.  

Pour le stress thermique, 25 mL de la culture de K. nitens ont été prélevés afin de représenter 

le temps 0 min de la cinétique. La fiole a été ensuite placée dans un bain-marie à 45 °C, puis 

25 mL de culture liquide de K. nitens ont été récoltés après 5 min et après 10 min. Le restant 

de la culture a été replacé en étuve dans les mêmes conditions de croissance qu’avant 

l’apposition du stress (20 °C) et un dernier prélèvement de 25 mL de K. nitens a été réalisé 

après 30 min. 

2. Analyse de l’accumulation de transcrit 

a) PCR quantitative en temps réels  

Les ARN ont été extraits en utilisant un protocole adapté d’Oñate-Sánchez and Vicente-Carbajosa 

(2008) et rétrotranscrit en ADNc à l’aide du kit High-Capacity RNA-to-cDNA (ThermoFisher) comme 

décrit précedemment (cf. CHAPITRE I – Matériels et méthodes). 

Les réactions de PCR quantitative (qPCR) ont été effectuées dans des plaques 384 puits à l’aide 

du kit GoTaq qPCR Master Mix (Promega) et de l’appareil ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems). Les réactions ont été réalisées dans un volume final de 5 μL comprenant 2,5 μL 

de GoTaq® qPCR Master Mix 2X, 2 ng d’ADNc et 0,25 μM des amorces sens et antisens. 
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L’amplification par PCR a été accomplie selon le programme suivant : une première étape de 

dénaturation (95 °C, 2 min), puis 40 cycles composés d’une étape de dénaturation (95 °C, 15 

s), d’une étape d’hybridation (65 °C, 30 s) et d’une étape d’élongation (72 °C, 30 s).  

Les amorces utilisées (Tab. II.1) ont été élaborées à l’aide du logiciel en ligne Primer3Plus3
 et 

l’efficacité de chacune d’elles a été déterminée in silico via le logiciel LinRegPCR (Ramakers et 

al., 2003). La spécificité des amorces a été vérifiée par électrophorèse des produits de qPCR 

sur un gel d'agarose à 2,0 % (m/v).  

Les niveaux d’expression des gènes d’intérêts ont été calculés d’après la méthode « base 

commune » de Ganger et al., (2017). Cette méthode permet de pondérer la valeur de 

quantification de cycle (Cq) par l’efficacité de la réaction de qPCR (E) en calculant la valeur 

ΔCq(w). Afin d’exprimer ces deux valeurs dans la même échelle mathématique, la valeur est E 

est transformée par une fonction log10. Les données suivent ainsi une distribution normale 

permettant entre autres, l’utilisation de méthode statistique paramétrique. Le rapport relatif 

d’expression R et le ΔCq(w) ont été calculés avec les formules suivantes : 

𝑅 =  10−∆∆𝐶𝑞(𝑤)
 

Avec 

∆∆𝐶𝑞(𝑤) = ∆𝐶𝑞𝑐𝑜𝑛𝑑𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑′𝑖𝑛𝑡é𝑟ê𝑡
(𝑤)

 −  ∆𝐶𝑞𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑡𝑒𝑢𝑟 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑒
(𝑤)

 

 

𝛥𝐶𝑞(𝑤) =  𝐶𝑞𝑔è𝑛𝑒 𝑐𝑖𝑏𝑙𝑒
(𝑤)

 −  
1

𝑛
 ∑ 𝐶𝑞𝑔è𝑛𝑒 𝑑𝑒 𝑟é𝑓é𝑟𝑒𝑛𝑐𝑒

(𝑤)

𝑛

𝑖=0

 

Avec 

𝐶𝑞(𝑤) =  
1

𝑛
 ∑ log(𝐸). 𝐶𝑞

𝑛

𝑖=0

  

Avec 

E : efficacité de la réaction de qPCR 

Cq : valeur seuil de cycle anciennement appelé Ct (Bustin et al., 2009) 

                                                      
3 https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi  

https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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Les représentations graphiques ont été obtenues en utilisant les valeurs R, soit le rapport 

relatif d’expression, ou fold change, entre l’expression du gène cible pour une condition 

d’intérêt et pour une condition témoin.  

Les analyses statistiques ont été effectuées sur les valeurs ΔCq(w) avec un test de Kruskal-Wallis 

suivi du test de Dunn. Les valeurs de p-value ont été ajustées par la méthode de Holm. 

b) Détermination des gènes de référence chez K. nitens  

La stabilité des différents gènes candidats a été évaluée in silico via quatre algorithmes : la 

méthode du ΔCq (Silver et al., 2006), GeNorm (Vandesompele et al., 2002), NormFinder (Pfaffl 

et al., 2004) et BestKeeper (Andersen et al., 2004).  

L’utilisation de différents algorithmes a abouti à différents rangs pour chaque candidat selon 

la méthode de calcul. Par conséquent un classement final a été déterminé à l’aide du package 

R RankAggreg qui combine par agrégation les différents classements via un algorithme de 

Cross-Entropy (Pihur et al., 2009). Le principal point fort de RankAggreg est qu’il permet une 

agrégation basée sur le classement, ce qui permet de combiner des listes exprimées dans 

différentes unités qui ne seraient pas comparables autrement.  

3. Analyse de l’abondance des protéines 

a) Extraction des protéines solubles de K. nitens  

Cinquante ou cent mL de culture de K. nitens ont été récoltés par filtration après application 

ou non d’un des trois stress abiotiques testés. Une première lyse mécanique des algues a été 

réalisée dans l’azote liquide au mortier et au pilon. La lyse cellulaire a été complétée par une 

lyse chimique en ajoutant 150 µL de tampon d’extraction (Tris-Cl 50 mM pH 7.4 ; NaCl 100 

mM ; glycérol 10 % (v/v) ; EDTA 1 mM ; dithiothréitol (DTT) 1 mM ; cocktail d’inhibiteurs de 

protéases EDTA free (PIC, Roche)) pour 100 mL de culture d’algue. Ce tampon d’extraction a 

été supplémenté en différents détergents selon les expériences : Igepal CA-630 0,5 % (v/v), 

sodium dodécyl sulfate (SDS) 2 % (v/v), CHAPS 0,5 % (m/v) ou n-dodecyl-β-D-maltopyranoside 

(DDM) 5 % (m/v). Les extraits protéiques ont été laissés sur glace 10 min puis centrifugés 20 

min à 20 000 g.    

b) Séparation des protéines par SDS-PAGE 

Afin de dénaturer les protéines, 16 µL de lysat ont été repris dans 4 µL de bleu de charge (Tris-

Cl 12 mM pH 6,8 ; glycérol 10 % (v/v) ; SDS 0,02 % (m/v) ; DTT 90 mM ; bleu de bromophénol 
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0,025 % (m/v)) puis chauffés 3 minutes à 100 °C. Les protéines ont été séparées par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide, composé d’un gel de concentration (Tris-Cl 125 mM 

pH 6,8 ; SDS 0,1 % (m/v) ; polyacrylamide 4 % (m/v) ; persulfate d’ammonium (APS) 0,1 % 

(m/v) ; N,N,N’,N’-tétraméthyléthylènediamine (TEMED) 0,1 % (v/v)) ; puis d’un gel de 

séparation (Tris-Cl 375 mM pH 8,8 ; SDS 0,1 % (m/v) ; polyacrylamide 8 % (m/v) ; APS 0,1 % 

(m/v) ; TEMED 0,1 % (v/v)). La migration a été effectuée à 160 V dans un tampon de migration 

(Tris 25 mM pH 8,8 ; glycine 192 mM ; SDS 0,1 % (m/v)). 

c) Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose  

Les protéines séparées par SDS-PAGE ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose 

de pores 0,2 μm (Hybon-ECLTM nitrocellulose membrane, Amersham Biosciences) dans un 

tampon de transfert (Tris 50 mM, glycine 384 mM, éthanol 20 % (v/v), SDS 0,035 % (m/v)) à 

voltage constant 100 V pendant 1 h à 4 °C. La qualité du transfert et l’homogénéité des dépôts 

protéiques ont été vérifiées par coloration au Rouge Ponceau 0,1 % (m/v) et acide acétique 5 

% (v/v). Après décoloration à l’eau, la saturation a été effectuée 1 h à température ambiante 

dans un tampon Tris-Cl 50 mM pH 7,6 ; NaCl 150 mM, Tween 20 0,1 % (v/v) (TBST) 

supplémenté en lait écrémé à 5 % (m/v).  

d) Immunodétection des protéines  

(1) Obtention de l’anticorps anti KnNOS1 

Afin de détecter KnNOS1, un anticorps spécifique a été produit via le programme Antibody 

production d’Agrisera.  L’injection à deux reprises du peptide 966-980 (LLQRSVLANRARGVG), 

spécifique de la protéine KnNOS1 (A0A1Y1HXQ9), dans deux lapins (245 et 246), a permis 

d’obtenir des sérums polyclonaux. Après vérification de la spécificité de chacun des sérums 

par western blot par comparaison avec le sérum pré-immun, le lapin 245 a été sélectionné 

pour en faire purifier les IgG par l’entreprise Agrisera.  

(2) Western blot  

Après l’étape de saturation, les membranes ont été incubées 1 h à température ambiante avec 

l’anticorps spécifiquement dirigé contre la KnNOS1 endogène dilué à 1:1000ème ou 1:500ème 

dans du TBST supplémenté en lait écrémé à 5 % (m/v). Après deux lavages de 5 min au TBST, 

une incubation pendant 1 h à température ambiante a été effectuée avec un anticorps 

secondaire dilué au 1:20 000ème et couplé à la HRP (horseradish peroxydase), dirigé contre les 

anticorps de lapin (Agrisera AS09 602). Après deux nouveaux lavages de 5 min, la protéine 
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d’intérêt a été révélée sur films autoradiographiques par chimioluminescence à l’aide du 

réactif LumiGLO® (Cell Signaling Technology). 

(3) Etude des sites de N-myristoylation et de S-palmitoylation 

La migration d’une protéine en SDS-page est influencée par les modifications post-

traductionnelles qu’elle porte, notamment les ajouts de structures (Greaves et al., 2008). 

Plusieurs modifications post-traductionnelles de certaines isoformes de NOS humaines ont 

été décrites, notamment l’ajout de lipides, tels que la S-palmitoylation de la NOS2 et NOS3 

humaine (Feron et al., 1998; Navarro-Lérida et al., 2004) ou encore la N-myristoylation de la 

NOS3 (Liu et al., 1997). Afin de détecter ces sites potentiels de S-palmitoylation ou de N-

myristoylation, le logiciel GPS-Lipid v1.04 a été utilisé. GPS-Lipid permet de détecter au sein 

d’une séquence protéique les potentiels sites de modification post-traductionnelle par ajout 

d’un lipide, à savoir la S-palmitoylation, la N-myristoylation, la S-farnesylation et la S-

geranylgeranylation (Xie et al., 2016). 

C. Résultats 

1. Détermination de gènes de référence et de gènes marqueurs 
en réponse à trois stress abiotiques chez K. nitens 

a) Résultats principaux 

Nous avons identifié les gènes de référence les plus adaptés à la normalisation des résultats 

de qPCR chez K. nitens à l’aide de quatre algorithmes : la méthode du ΔCq (Silver et al., 2006), 

GeNorm (Vandesompele et al., 2002), NormFinder (Pfaffl et al., 2004) et BestKeeper 

(Andersen et al., 2004). Chacun de ces algorithmes ordonne les gènes sélectionnés selon des 

critères qui lui sont propre. La méthode du ΔCq consiste à comparer l'expression relative, soit 

les différences de valeurs de Cq obtenues lors des RT-qPCR, pour chaque paire de gènes à 

tester. L'écart-type moyen (mSD) a été utilisé pour évaluer la stabilité d'expression des 12 

gènes candidats. Une valeur mSD faible indique une expression stable. GeNorm est utilisé 

pour classer les gènes de référence en générant des valeurs de stabilité d'expression (appelé 

valeurs M) correspondant à la variation moyenne de l’expression d’un gène par rapport à 

celles des autres gènes à tester. Une faible valeur M indique une expression stable. 

NormFinder calcule une valeur de stabilité (SV) dépendant de la variation d'expression globale 

                                                      
4 http://lipid.biocuckoo.org/index.php  

http://lipid.biocuckoo.org/index.php


Tab. II.2. Valeurs de stabilité d’expression des 12 gènes de référence candidats en
réponse à 500 mM de NaCl, 15 et 30 % PEG et 10 min à 45 °C. La stabilité des gènes est
déterminée par la valeur M pour le logiciel GeNorm, par la valeur SV (stability values)
pour NormFinder, par la valeur CV (coefficient of variation) pour BestKeeper et par la
valeur msd (mean of standard deviation) pour la méthode du ΔCq. Plus ces valeurs sont
petites plus l’expression du gène est estimée comme stable. Les gènes de références
occupant les 1ère et 2ème places dans le classement définis par RankAggreg pour chaque
stress sont surlignés en jaune.

Stress 

abiotiques
Gènes

GeNorm

(valeur M)

NormFinder

(valeur SV)

BestKeeper

(valeur CV)

ΔCq

(valeur msd)

500 

mM 

NaCl

ACT 0,75 0,116 3,7 1,14

CitS 0,62 0,06 1,8 1,13

H3 0,43 0,08 2,3 1,06

L34 0,79 0,10 3,8 1,29

S26 0,99 0,112 4,1 1,34

TUB1 0,90 0,119 3,3 1,4

Ub/S27 0,69 0,09 3,9 1,12

UBQ 0,43 0,06 2,7 1,124

H4 0,94 0,115 4,8 1,48

eIF3G 1,23 0,15 6,3 1,85

eIF6 1,13 0,14 5,8 1,92

TUB2 0,87 0,13 4,5 1,39

15 % et

30 %

PEG

ACT 0,27 0,049 2,67 0,583

CitS 0,30 0,059 1,7 0,581

H3 0,27 0,045 2,75 0,59

L34 0,52 0,092 1,79 0,88

S26 0,58 0,091 3,26 1,01

TUB1 0,43 0,088 2,38 0,73

Ub/S27 0,31 0,045 2,64 0,62

UBQ 0,37 0,066 1,48 0,709

H4 0,65 0,097 4,22 1,16

eIF3G 0,48 0,075 1,76 0,69

eIF6 0,29 0,026 1,35 0,55

TUB2 0,46 0,078 1,93 0,71

45 °C

ACT 0,20 0,014 2,06 0,40

CitS 0,28 0,026 1,71 0,45

H3 0,33 0,065 2,01 0,53

L34 0,30 0,052 1,25 0,50

S26 0,34 0,042 2,22 0,47

TUB1 0,41 0,07 3,47 0,69

Ub/S27 0,24 0,041 2,07 0,45

UBQ 0,46 0,079 3,16 0,78

H4 0,37 0,064 2,92 0,64

eIF3G 0,32 0,050 2,12 0,47

eIF6 0,26 0,029 2,61 0,52

TUB2 0,20 0,038 2,05 0,43
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des gènes candidats, mais également de la variation entre les sous-groupes d'échantillons (i.e. 

NaCl et témoin). Les gènes présentant les SV les plus faibles sont considérés comme les plus 

stables. BestKeeper calcule la stabilité des gènes de référence candidats en fonction du 

coefficient de variance (valeur CV) et de l’écart-type des Cq. Le gène de référence avec la CV 

la plus faible est considéré comme le gène le plus stable. Les résultats bruts obtenus pour 

chaque algorithme sont résumés dans le Tab. II.2. Chaque algorithme a ordonné 

différemment les gènes candidats sélectionnés en fonction des trois stress abiotiques testés. 

Un classement définitif pour chaque stress abiotique a été obtenu via RankAggreg afin de ne 

pas favoriser un critère par rapport à un autre (Tab. II.2). Pour compléter ces données, une 

recherche de gènes marqueurs pour chacun des trois stress abiotiques a été menée. 

L’ensemble de ces résultats a permis d’identifier les outils moléculaires nécessaires à la 

réalisation de RT-qPCR en réponse à des stress abiotiques chez l’algue modèle K. nitens. 

b) Identification de gènes de référence et de gènes marqueurs en 
réponse à des stress abiotiques chez K. nitens  

Article scientifique n°2 : article de résultats originaux actuellement en cours de révisions 

mineures (13 octobre 2022) dans la revue Scientific Reports. 

Reliable reference genes and abiotic stress marker genes 
in Klebsormidium nitens 
Pauline Chatelain, Cécile Blanchard, Jeremy Astier, Agnès Klinguer, David Wendehenne, 

Sylvain Jeandroz, Claire Rosnoblet. 

Abstract: 

Microalgae have recently emerged as a key research topic, especially as biological models. 

Among them, the green alga Klebsormidium nitens, thanks to its particular adaptation to 

environmental stresses, represents an interesting photosynthetic eukaryote for studying the 

transition stages leading to the colonization of terrestrial life. The tolerance to different 

stresses is manifested by changes in gene expression, which can be monitored by quantifying 

the amounts of transcripts by RT-qPCR. The identification of optimal reference genes for 

experiment normalization was therefore necessary. In this study, using four statistical 

algorithms followed by the RankAggreg package, we determined the best reference gene pairs 

suitable for normalizing RT-qPCR data in K. nitens in response to three abiotic stresses: high 
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salinity, PEG-induced dehydration and heat shock. Based on these reference genes, we were 

able to identify marker genes in response to the three abiotic stresses in K. nitens. 

INTRODUCTION 

Investigations on microalgae recently appeared as an emerging research topic due to their use 

in food industry, biofuels and health-related products (Wijffels and Barbosa, 2010; Khan et al., 

2018; Barkia et al., 2019). For decades, several microalgae including Micrasterias denticulate 

(Giddings et al., 1980; Steiner et al., 2021), Closterium ehrenbergii (Lippert, 1967; Sathasivam 

et al., 2016) or Chlamydomonas reinhardtii (Spalding and Portis, 1985; Fauser et al., 2022), 

have been the subject of fundamental research addressing the central question of the 

physiology and the evolution of photosynthetic eukaryotes. More recently, Klebsormidium 

nitens, a filamentous charophyte green algae, has been described as a new model for 

investigating the transitional steps leading to terrestrial colonization by aquatic algae (Hori et 

al., 2014). Indeed, K. nitens displays increased resistance to specific stresses of terrestrial life 

such as desiccation or temperature fluctuations (Nagao et al., 2008; Lin and Wu, 2014; 

Holzinger et al., 2014). In addition, K. nitens possesses primitive cellular pathways related to 

hormones signaling (Hori et al., 2014; Ohtaka et al., 2017), as well as protein domains of 

arbuscular mycorrhiza-associated receptors typical of vascularized plants (Montero et al., 

2021). K. nitens has been also identified as a new potential candidate for biotechnological uses 

and commercial production of microalgal oils (Stoyneva-Gärtner et al., 2019; Xu et al., 2021). 

Physiological responses promoting stress tolerance are manifested through adaptive changes 

in gene expression and modifications of transcripts stability. In this context, transcriptomic 

approach by RT-qPCR is a powerful tool to quantify transcript amounts and is frequently used 

to analyze fine-tuning gene expression (Alves et al., 2017; Kim et al., 2021; Windhagauer et 

al., 2021) thanks to its high sensitivity, specificity, accuracy, and reproducibility (Bustin et al., 

2009). Obtaining reliable RT-qPCR data requires the normalization of the results using 

reference genes whose mRNA amount should remain unchanged under the experimental 

conditions of interest (Dong et al., 2012; Wang et al., 2013; Tang et al., 2017). A selection of 

suitable reference genes have already been made for various algae under different stress 

conditions such as Closterium ehrenbergii (Lee et al., 2015), Chlamydomonas sp. ICE-L (Mou 

et al., 2015), Ulva linza (Dong et al., 2012) or Chorella pyrenoidosa (Fan et al., 2016). However, 

despite the growing interest for K. nitens in the scientific community, no studies have been 
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dedicated to the search of reference genes in this algal species (Ohtaka et al., 2017; Monte et 

al., 2020; Chatelain et al., 2021; Montero et al., 2021; Serrano-Pérez et al., 2022). 

Nevertheless, the identification of best reference genes for normalization of RT-qPCR data is 

definitively required for further analyses.  

For this purpose, we determined the best couples of reference genes in K. nitens in response 

to three abiotic stresses: a high salt content, PEG-induced dehydration and heat shock. We 

selected 12 candidate genes previously cited as reference genes in algae (Simon et al., 2008; 

Dong et al., 2012; Lee et al., 2015) or in other plant organisms (Shi et al., 2012b; Moraes et al., 

2015) and analyzed their expression stability in response to the abiotic stresses using four 

statistical algorithms: NormFinder (Pfaffl et al., 2004), GeNorm (Vandesompele et al., 2002), 

the ∆Cq calculation method (Silver et al., 2006), and BestKeeper (Andersen et al., 2004). 

RankAggreg provided a ranked list of reference genes from most to least suitable (Pihur et al., 

2009). Thanks to the selection of optimal reference genes, we then identified marker genes in 

response to the three abiotic stresses in K. nitens. The methodology for selecting reference 

genes was validated by studying the mRNA accumulation of one of these marker genes, the 

ATP-binding cassette transporter (ABC) encoding gene, in response to salt stress.  

MATERIALS AND METHODS 

Algal culture and stress treatments. 

Klebsormidium nitens strain NIES 2285 was cultured in liquid C medium (Ichimura, 1971). 

Cultures were maintained at 20 °C, under stirring (130 rpm), 16 h photoperiod at 60 µmol.m-

2.s-1. K. nitens cells were harvested by vacuum filtration on cellulose ester membrane of 0.2 

µm pores.  

All stress treatments were applied after two weeks of cell culture. Cells were transiently 

exposed to heat shock (10 min, 45 °C) and were returned to control temperature (20 °C). 

Sampling was carried out during heat shock (0, 5 and 10 min) and 30 min after recovery from 

heat shock. Salt stress was applied at 500 mM NaCl, or equal volume of C medium as control. 

PEG-induced dehydration was performed by adding PEG 6000 at 15% (w/v) and 30% (w/v). All 

harvested cells were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C until further 

RNA extraction.  

RNA extraction, cDNA synthesis and RT-qPCR. 
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Frozen cells were ground to a fine powder in liquid nitrogen using a MM200 oscillating vibro-

mill (Retsch) and 5 mm diameter glass beads. Total RNA was isolated according to a protocol 

from Oñate-Sánchez and Vicente-Carbajosa (2008). DNA-free™ DNA Removal Kit (Invitrogen) 

was used to remove gDNA contamination. RNA purity and quality were determined using a 

NanoDrop ND-1000, then RNA integrity was checked through electrophoresis on a 1% (w/v) 

agarose gel. First-strand cDNA was synthesized from 1 µg using RNA High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kits (ThermoFisher) according to the manufacturer’s instructions. RT-

qPCR were performed using GoTaq qPCR Master Mix kit (Promega) and the ViiA 7 Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems). Reactions were performed in a final volume of 5 μL 

including 2.5 μL of GoTaq® qPCR Master Mix 2x (Promega), 10 ng of cDNA and 0.25 μM of 

forward and reverse primers. PCR amplification was performed according to the following 

program: a first denaturation step (95 °C, 2 min) then 40 cycles, each consisting of a 

denaturation step (95 °C, 15 s), a hybridization step (65 °C, 30 s) and an elongation step (72 

°C, 30 s).  

Selection of candidate reference genes. 

Twelve candidate genes were selected from literature and algae homologous sequences were 

then identified using BLASTn searches within the Klebsormidium nitens NIES-2285 genome 

project database v1.1 

(http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp/~algae_genome_project/klebsormidium/), 

including the genome and the transcriptome of K. nitens (Table 1). Sequence with at least 70% 

identity between the species of origins and K. nitens were selected. Primers sequences were 

designed using Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi) (Table 1). Primer specificity was assessed via RT-qPCR, 

melting curve analysis and 2% (w/v) agarose gel electrophoresis of the qPCR products 

(Supplementary Fig. S1). The PCR amplification efficiency (E) for each primer pair were 

calculated using the LinRegPCR software (Ramakers et al., 2003).  

Analysis of gene expression stability and ranking of candidate reference genes. 

The stability of the candidate genes was evaluated in silico using four algorithms, GeNorm 

(Vandesompele et al., 2002), NormFinder (Pfaffl et al., 2004), BestKeeper (Andersen et al., 

2004), and the ∆Cq method (Silver et al., 2006). GeNorm calculation, as Normfinder, are based 

on fold change values, whereas BestKeeper and the ∆Cq methods are based on raw Cq values. 



Gene name
Gene 

symbol
Gene ID

Gene ID Homolog and 

species

Primer sequence (5’-3’) 

forward/reverse

Size 

(bp)
E Reference

Eukaryotic translation initiation

factor 3G
eIF3G kfl00006_0710

JN885965.1

Ammopiptanthus mongolicus

AAGCACGGCAGGTTGTAAGT/
AAGGATGAAACGCACCGACA

141 1.899
Shi et al.,

(2012)

Eukaryotic translation initiation

factor eIF-6
eIF6 kfl00065_0190

KM229561.1

Closterium ehrenbergii
ACATCTTGGTCGGCAGCTAC/

CGACCAGGGGGACTTGTAAC
114 1.759

Lee et al.,

(2015)

Actin and related proteins ACT kfl00726_0080
AK100267.1

Oryza sativa L.

AAGCTTGCATATGTGGCCCT/

ATGACTTGGCCGTCAGGAAG
101 1.903

Moraes et

al., (2015)

Ubiquitin family protein UBQ kfl00037_0290
AK101547.1

O. sativa L.

TCCTCACAAGCAGCGTCAAA/

GCTGTTGGAACTTGAAGGCG
100 1.890

Moraes et

al., (2015)

Ubiquitin/40S ribosomal protein

S27a fusion
Ub/S27 kfl00144_0120

AK061988.1

O. sativa L.

AGTGCGGGTTGACCTATGTG/

TGTGTGTCGAGCTGAAGCAA
136 1.891

Moraes et

al., (2015)

40S ribosomal protein S26 S26 kfl00199_0140
XM_001691849.2

Chlamydomonas reinhardtii

GCCTCCACAGTTGCACATTG/

CCGTCTGTAAAGTCCGGCAT
112 1.893

Simon et

al., (2008)

Mitochondrial or chloroplast

ribosomal protein L34 precursor
L34 kfl00870_0030

XM_001697888.2

C. reinhardtii

GGGTTTTGGCAAGGCGAATC/

GCAAGGTAGTTCCCCACTCC
111 1.887

Simon et

al., (2008)

Histone H4 H4 kfl00394_0030
KM229560.1

C. ehrenbergii

AGAATCTACCAGCTCCCCGT/

CTTGGTGATGCCCTGGATGT
138 1.867

Lee et al.,

(2015)

Histones H3 and H4 H3 kfl00509_0020
JN543390.1

Ulva linza

AAGCCTCATCGTTATCGCCC/

CAATTTCCCTGACAAGGCGC
115 1.885

Dong et

al., (2012)

Beta tubulin TUB1 kfl00215_0170
JN543388.1

U. linza

CGACCCCACTGGAACATACC/

CCAGATCCATGAGCACAGCA
116 1.865

Dong et

al., (2012)

Alpha tubulin TUB2 kfl00203_0030
JN543389.1

U. linza

TGCTGAGAAGGCTTACCACG/

ACGCCATGTACTTACCGTGG
113 1.900

Dong et

al., (2012)

Citrate synthase CitS kfl00009_0420 -
CAGAAACACGTTCAAGGGCG/

GTGGATGGTGAGGTACAGCC
133 1.896

Ohtaka et

al., (2017)

Table 1. Candidate reference genes and associated primers set used in RT-qPCR. K. nitens
genes ID, the homologous genes and the related publications are referenced. Amplicon
size and RT-qPCR efficiency (E) are indicated.
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GeNorm calculates the average pairwise variation of gene expression of each candidate 

compared to the others. A stability value (M) is then assigned to each gene. This M value must 

be lower than the threshold of 1.5 set by the software developers. The most stable reference 

gene has the lowest M value. NormFinder calculates the stability value (SV) based on the 

overall expression variation of candidate genes for normalization, and also the variation 

between subgroups of samples. The BestKeeper algorithm calculates the stability of candidate 

reference genes based on the coefficient of variance and standard deviation of gene 

expression (CV). The reference gene with the lowest CV is considered as the most stable gene. 

The ΔCq method consists of comparing the relative expression of each pair of genes. All 

comparisons for one gene allowed calculation of mean standard deviation (mSD) that was 

used to assess the stability of the gene expression of the 12 candidates: low mSD value 

indicated a stable expression. Therefore, a final ranking was determined using the R 

RankAggreg package which combines the different rankings by aggregation via a Cross-

Entropy algorithm (Pihur et al., 2009). 

Determination of stress marker genes. 

Several stress-related genes were selected based on their homologue function described in 

the literature in Arabidopsis thaliana. Algae homologous genes were identified by BLASTn 

method with the Klebsormidium nitens NIES-2285 genome project database v1.1 including the 

genome and the transcriptome of K. nitens (Supplementary Table S1). Relative gene 

expressions were analyzed using the common base method from Ganger (Ganger et al., 2017). 

Statistical analyses were performed by Kruskal-Wallis test followed by Dunn test and p-value 

were adjusted by Holm method.  

RESULTS 

Selection of candidate reference genes. 

The aim of this work was to identify genes suitable as reference genes in K. nitens, showing 

the most stable expression in response to abiotic stress. The characteristic and primer 

sequences of the 12 candidate reference genes selected through a bibliographic review are 

presented in Table 1.  

In order to study the stability of their expression during abiotic stress conditions, we first 

analyzed the amounts of the corresponding mRNAs at basal state and in response to heat 

shock, high concentration of salt and dehydration, following the quantification cycle (Cq) 



Figure 1. Quantification cycle (Cq) variation of candidate reference genes in each stress
condition. Each value of Cq from control and stress samples is represented by a dot. Box
indicates the 1st and 3rd quartiles, the ends of vertical line represent the maximum and
minimum values. The horizontal line through the box represents the median. Cq from
control and stressed samples after: a. 5 and 10 of heat shock at 45 °C, then 30 min at 20
°C, b. salt stress with 500 mM NaCl during 1, 3 and 6 h and c. PEG-induced dehydration at
15 and 30% (w/v) during 1, 3 and 6 days.
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value. The Cq value reflected the amount of transcripts (a lower Cq correlated with a higher 

level of mRNA) and the height of each box and vertical line displayed the variability of the 

mRNA amounts of control and stressed samples (Fig. 1). Following the three treatments, the 

Cq values of the potential reference genes ranged from 15.95 to 29.46, with 90% ranging from 

18.00 to 26.00 (Fig. 1; Supplementary Dataset 1 and 2). Among all the samples, the least 

abundant transcripts were those encoding eIF6, S26, and UBQ (mean Cq values over than 

25.00 in response to the three stresses), while H3 emerged as the most abundant transcripts 

(mean Cq values of 17.03, 17.09 and 17.47 in response to PEG, salt, and heat stress, 

respectively; Fig. 1a, b and c). Concerning the variability of the control and treated sample 

transcript levels, in response to heat shock L34 showed the lowest variability with Cq between 

23.14 and 24.73, while UBQ mRNA content is the most affected (values ranging from 24.20 to 

27.28; Fig. 1a). Regarding salt stress, the lowest variability was found for CitS mRNA, while 

that of eIF6 is the most variable (Fig. 1b; Supplementary Dataset 2). On the contrary, under 

PEG stress, eIF6 mRNA displayed the lower dispersal of the Cq value and S26 mRNA the highest 

one (Fig. 1c; Supplementary Dataset 2). These Cq analyzes highlighted the need to identify 

reference genes adapted to each stress conditions. To obtain a more robust evaluation of 

candidates, we performed statistical tests to rank genes using four algorithms: NormFinder 

(Pfaffl et al., 2004), GeNorm (Vandesompele et al., 2002), the ΔCq calculation (dCq; Silver et 

al., 2006), and BestKeeper (Andersen et al., 2004).   

Expression stability of candidate reference genes. 

Several statistical algorithms have been developed to select stably expressed reference genes 

for accurate normalization of RT-qPCR data. We have chosen four algorithms commonly used 

in reference gene determination: NormFinder (Pfaffl et al., 2004), GeNorm (Vandesompele et 

al., 2002), dCq (Silver et al., 2006), and BestKeeper (Andersen et al., 2004). Each method led 

to the ranking of reference genes based on their stability during the conditions tested: from 

the most (rank 1) to the least (rank 12) stable, calculated from SV (NormFinder), M (GeNorm), 

mSD (dCq) values and CV (BestKeeper). Each algorithm focused on different criteria to 

determine stability. Actually, GeNorm did not consider variation in mRNA amounts within 

samples, while Bestkeeper eliminated candidates with a standard deviation of Cq greater than 

1. NormFinder is the only one that considered variations in transcript levels within treatment. 

The dCq method focused only on the standard deviation of the pairwise difference between 



Figure 2. Expression stability and ranking of candidate reference genes for each
algorithm, NormFinder, GeNorm, dCq, BestKeeper and in response to heat shock 10 min
at 45 °C then 20 °C, salt stress at 500 mM NaCl and 15 and 30% (w/v) PEG-induced
dehydration stress. The numbers corresponding to the rank of each candidate were
calculated from the SV, M, mSD, CV values for NormFinder, GeNorm, dCq and
BestKeeper, respectively.

Figure 3. Rank aggregation of candidate reference genes for each algorithm in the three
stress condition, a. heat shock, b. salt stress and c. PEG-induced dehydration. Analysis
was performed by RankAggreg package in R software. Grey lines corresponding to
ranking by NormFinder, GeNorm, dCq and BestKeeper, black line represent the mean
rank of each methods and red line the results of best rank combination determine by the
Cross-Entropy algorithm (CE).
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the Cq of each candidate gene. The information provided by these four methods were 

complementary. In order to limit biases in the selection of the optimal reference genes in our 

conditions, the rankings obtained from each algorithm were separately evaluated and 

summarized in Fig. 2.  

Although the classification criteria were different, the rankings obtained with each algorithm 

shared similarities within each treatment (Fig. 2). For example, ACT was ranked 1 by 

NormFinder, GeNorm and dCq, and 5 by BestKeeper in response to heat stress, while UBQ 

were ranked 12 by NormFinder, GeNorm and dCq, and 11 by BestKeeper. Following salt stress, 

H3 was ranked 3 by NormFinder, 1 by GeNorm and dCq, and 2 by BestKeeper while eIF3G was 

ranked 12 by NormFinder, GeNorm and BestKeeper, and 11 by dCq. Regarding PEG treatment, 

eIF6 appeared to rank 1 in the rankings of NormFinder, dCq and BestKeeper, and to rank 3 in 

the ranking of GeNorm, whereas H4 was ranked 12 by each algorithm (Fig. 2). The rankings 

described above highlighted the difference in stability of the transcripts and therefore the 

importance of choosing reference genes which expression was independent of the 

experimental conditions. While the rank of some candidate genes was similar whatever the 

algorithm, for others it differed. For instance, discrepancy appeared for L34. It was found to 

be the most stable gene by BestKeeper under heat stress conditions, while it was only ranked 

7, 6, and 7 by NormFinder, GeNorm and dCq, respectively. Also, H3 was reported as stable 

under PEG treatment by GeNorm (rank 1), NormFinder (rank 3), and dCq (rank 4), while it 

emerged as unstable with BestKeeper at rank 10 (Fig. 2). 

As mentioned above, each method of calculation was complementary and, in order to 

combine these different rankings together and to overcome any contradictions between some 

algorithms, the R package RankAggreg (Pihur et al., 2009) was used. This method allowed us 

to reorganize the ranks independently of the origin of the data (Pihur et al., 2009), thus making 

it possible to compare the results from the four algorithms. RankAggreg led to the 

determination of an optimal ranking list in each stress condition (Fig. 3). Thus, in case of heat 

stress, the most stable expressed gene was ACT (Fig. 3a), the best one for salt stress was H3 

(Fig. 3b), while eIF6 displayed the most stability following PEG-induced dehydration (Fig. 3c). 

Since the use of multiple reference genes allows optimal results(Bustin et al., 2009), we 

decided to consider two reference genes per condition. Finally, ACT and CitS, H3 and UBQ, and 

eIF6 together with CitS, were selected as couples of reference genes for RT-qPCR 



Figure 4. Hive plot depiction of statistical differences of candidate gene marker mRNA
abundance depending on the heat shock treatment time. Each axis represents a time
point during the heat shock at 45°C: 0 min, 5 min, 10 min then 20 °C for 30 min. Each
candidate marker gene is represented by a node and are ordered alphabetically on the
top axis. On the other axes nodes are ordered according to their fold change, i.e., their
transcript level under heat shock stress conditions compared to the one at time 0. On
theses axes, nodes represented in blue presented a fold change lower than 1 and those
in orange presented a fold change upper than 1. Edges connecting correspond to a
statistical difference between the fold change of the two time points for one gene
(Kruskal-Wallis followed by Dunn test, P < 0.05, n = 4) .

Figure 5. Volcano plot of mRNA level changes of candidate marker gene relative to
control, in response to a. 500 mM of NaCl (salt stress) b. 30% (w/v) PEG-induced
dehydration. Each dot represents one gene at one time point labelled: Name_Time point.
Gene statistically up-regulated were labelled in orange (positive Log2) and in blue even
down-regulated (negative Log2). Statistical differences between treated sample and
control were determined using Kruskal-Wallis followed by Dunn test and p-values were
adjusted with Holm method (*P < 0.05, n= 5).
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normalization for studies in K. nitens species, in conditions of heat shock, salt stress and PEG-

induced dehydration stress, respectively (Fig. 3).  

Selection of abiotic stress marker genes.  

Once suitable reference genes selected, we searched for marker genes of the different abiotic 

stresses. For this purpose, twenty-six candidate genes exhibiting variations under abiotic 

stress conditions in Arabidopsis thaliana or in a recent RNAseq experiment conducted in K. 

nitens (Monte et al., 2020) were selected (Table S1). The dynamic of expression for these 

genes in response to heat shock, salt stress and PEG-induced dehydration, were monitored by 

RT-qPCR.  

In case of heat stress, we represented the transcript accumulation at each time point (0 min, 

5 min, 10 min + 30 min) relative to time point 0 on a hive plot (Fig. 4). Each node corresponded 

to a gene and was colored according to it fold change. Genes whose amounts of transcripts 

significantly increased or decreased were linked between the two relevant time points. During 

heat shock, the majority of the genes exhibited a trend toward a decreased level of mRNA, 

illustrated by the prevalence of blue dots in axes of time points 5 min and 10 min (Fig. 4). One 

gene, BONZAI, coding for a calcium-dependent phospholipid-binding protein, displayed a 

statistically different decrease during the first 5 min at 45 °C. Likewise, mRNA level of three 

genes significantly decreased between time zero and 10 min: ZnFR, encoding a zinc finger 

containing protein, SGT1B for a chaperone binding protein and Hypo44, for a protein showing 

homology with a cell wall integrity and stress response component in A. thaliana. No 

significant increase in mRNA content was measured for the selected genes at the time point 

30 min (Fig. 4). However, two genes encoding the oxidoreductases, Hypo20 and OAR, were 

down-regulated during a 30 min recovery after heat shock (Fig. 4).  

Only seven genes showed an amount of transcripts significantly affected under salt stress (Fig. 

5a). Four of them were up-regulated: TBF1, coding for a DNA-binding transcription factor, ABC, 

Hypo20 and FDH that codes for a mitochondrial formate dehydrogenase while three were 

down-regulated: PDI (Protein Disulfide Isomerase), ERDJ and BIP6, both coding for heat shock 

proteins. Hypo20, FDH, BIP6 transcripts accumulation was transiently modulated whereas 

ABC, TBF1, PDI, ERDJ transcripts showed continuous variations during treatments. Analysis of 

candidate gene expressions in response to PEG-induced dehydration revealed four genes with 

statistically different level of transcripts compared to control (Fig. 5b). Indeed, ABC and FDH 



Figure 6. Log transform expression pattern of four marker genes in each abiotic stress
normalized to the most adapted pair of reference genes. a. BONZAI, Hypo20, ZnFR and
OAR mRNA amounts relative to control at 0 min were measured in response to heat
shock. 30af: 30 min at 20 °C after heat shock. Statistically differences between each time
point were determined using Kruskal-Wallis followed by Dunn test (*P < 0.05). b. ABC,
PDI1, FDH and Hypo20 transcripts accumulation relative to control were calculated in
response to salt stress. Statistically differences between treated sample and control were
determined using Kruskal-Wallis followed by Dunn test (*P < 0.05). c. ABC, FDH, OAR, and
S41 mRNA amounts relative to control were quantified in response to 30% (w/v) PEG
induced dehydration stress. Statistically differences between treated sample and control
were determined using Kruskal-Wallis followed by Dunn test (*P < 0.05).
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appeared to be up-regulated, while S41, that codes for a peptidase, and OAR genes were 

down-regulated (Fig. 5b). All genes identified with statistically different fold changes (Fig. 4, 5) 

could be considered as markers for abiotic stress in K. nitens. 

The monitoring of the accumulation of transcripts from nine genes (Fig. 6) demonstrated 

various behaviors according to the gene and the applied stress. Overall, our results provided 

a useful set of marker genes for studying gene expression in K. nitens under different abiotic 

stress conditions. 

Validation of reference genes.  

To demonstrate the reliability of the selected reference gene couples, we analyzed the 

expression level of the ABC gene in response to salt stress (Fig. 6b). In order to highlight the 

importance of adequate normalization, quantification of KnABC transcripts obtained by RT-

qPCR under salt stress were normalized with the most appropriate reference genes pair (H3 + 

UBQ) and with the most inappropriate reference gene (eIF3G; Fig. 7). With the normalization 

of RT-qPCR using H3 and UBQ, KnABC mRNA amount statistically increased in the treated 

samples compared to the control as early as one hour of treatment with a fold change of 11. 

After three hours of treatment, a maximum fold change of 130 was reached, then half 

decreased after six hours, but remaining statistically different from the control (Fig. 7).  

The normalization using eIF3G as reference gene resulted in differences that could distort 

interpretations. After 1 h, a statistically different increase was observed compared to control, 

whatever the reference genes used. After 3 h, the amount of KnABC mRNA reached its 

maximum fold change but the normalization with eIF3G led to a 4-fold overestimation and 

considerable spread of standard errors compared to the result obtained with the most 

appropriate reference genes. Finally, normalization with eIF3G, instead of the one with H3 and 

UBQ, resulted in the lack of a statistical difference in transcripts accumulation between NaCl-

treated samples and controls after 6 hours of treatment (Fig. 7). These results highlighted the 

need for suitable and optimized reference genes for normalization of RT-qPCR result.  

DISCUSSION 

Due to its importance as a model organism, studies using K. nitens have been increasingly 

published and have been reported investigations focusing, for instance, on the evolution of 

auxin (Ohtaka et al., 2017), jasmonate (Monte et al., 2020), nitric oxide signaling (Chatelain et 

al., 2021), the origin of mycorrhiza (Montero et al., 2021), or the response to high light stress 



Figure 7. KnABC transcripts accumulation under salt stress condition relative to control.
Each dot represent the mean of six biological repetitions, errors bar represent standard
errors of the mean. The quantification was normalized with the worst reference gene
candidate eIF3G in blue or with the optimal pair of reference gene UBQ and H3 in
orange. Statistically differences between NaCl treatment and control were determined
using Kruskal-Wallis followed by Dunn test (*P < 0.01).
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(Serrano-Pérez et al., 2022). Transcriptomic approaches using RT-qPCR are commonly used, 

because of their simplicity and low cost for laboratories (Bustin et al., 2009). Therefore, one 

can predict that transcriptional analyses in K. nitens could expand in the coming years. Thus, 

the identification of adapted reference genes for the normalization step in RT-qPCR assay on 

K. nitens appeared necessary in order to obtain reliable results. Moreover, several studies 

have demonstrated the need of adapting reference genes to the experimental conditions 

(Dong et al., 2012; Wang et al., 2013; Tang et al., 2017). In the present study, we explored the 

expression stability of 12 candidate reference genes in K. nitens in response to salt, heat, and 

PEG-induced dehydration stresses. Each of the candidate was previously described as a 

reference gene either in algae (Simon et al., 2008; Dong et al., 2012; Lee et al., 2015) or in 

other plant organisms (Shi et al., 2012b; Moraes et al., 2015) in response to different abiotic 

stresses.  

The plot of Cq values gave first information on candidate variability expressions. However, the 

variability of Cq was not sufficient to determine optimal reference genes, since the stability of 

the expression but also an expression level above the background were required, according 

to the developers of Bestkeeper (Andersen et al., 2004).   

The most suitable reference genes to normalize our results were selected using 4 algorithms. 

NormFinder provides a stability value for each reference gene by estimating the intra- and 

inter-group expression variation. GeNorm recommends selecting genes by pairwise variation 

between a gene and the average of the other. BestKeeper determines a ranking of gene 

stability by performing Pearson correlations. The dCq method ranks candidate genes solely 

based on their expression variability. Interestingly, the rankings obtained for each method and 

each stress differed, each algorithm using its own calculation method. Such differences led us 

to use the RankAggreg package, so the ranking lists obtained for each method could be 

combined into an optimal list of reference genes (Pihur et al., 2009).  

Since it has been pointed out that RT-qPCR data normalized with a single reference gene 

present a bias (Bustin et al., 2009; Li et al., 2020a; Zhang et al., 2021), we kept the first two 

genes as the most suitable reference gene pair for normalization of RT-qPCR data in K. nitens 

for each condition tested. This study highlighted ACT and CitS, H3 and UBQ, and finally eIF6 

with CitS, in conditions of heat shock, salt stress and PEG-induced dehydration, respectively. 

These genes were already described as reference gene in other organisms. Indeed, actin has 

been used for years as a reference gene, especially in Northern blot experiments (Huggett et 
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al., 2005). Its use is recommended in rice in response to salt, or in common bean in response 

to various abiotic stresses (Borges et al., 2012). Commonly used reference genes often display 

relatively high mRNA amounts in cells (Huggett et al., 2005), such as genes coding for histones. 

Accordingly, in K. nitens, H3 exhibited a low Cq in response to heat stress. Another criterion 

for the selection of reference genes is their involvement in basic cellular processes such as 

protein translation or ubiquitin-dependent protein degradation. For instance, eIF6 and UBQ 

were used as reference genes in A. thaliana (Czechowski et al., 2005) or in tomato leaves 

(Løvdal and Lillo, 2009).  

Finding citrate synthase as a reference gene was less predictable, since up-regulation of citrate 

synthase has been observed in maize during germination and in response to light (Eprintsev 

et al., 2018), or in tea plants under drought stress (Gai et al., 2020). However, citrate synthase 

has been selected  as a reference gene in medicinal plant Glycyrrihza (Li et al., 2020b) and in 

K. nitens in previous RT-qPCR experiments (Ohtaka et al., 2017). 

In order to develop a full set of molecular tools for the analysis of K. nitens responses to 

environmental conditions, we investigated genes that were differentially expressed during 

heat shock, salt stress and PEG-induced dehydration. In response to heat shock, mRNA 

amounts of Hypo20 and OAR, two oxidoreductases, displayed a statistically significant 

increase. The induction of  OAR (3-oxoacyl-acyl-carrier-protein reductase) that participates in 

lipid metabolism, appeared not so surprising since the composition of membranes is strongly 

impacted by temperature changes (Zhou et al., 2020). Furthermore, OAR has been previously 

detected as up-regulated in response to heat stress in the herbaceous peony Paeonia lactiflora 

Pall. (Hao et al., 2016). Following heat shock, the level of ZnFR and BONZAI mRNA significantly 

decreased, whereas we expected an upregulation of these two genes. Indeed, BONZAI, a 

calcium-dependent phospholipid-binding Copine protein, has been previously described as 

being involved in the regulation of Ca2+ during osmotic stress (Chen et al., 2020). In case of 

ZnFR, a Zinc finger RING-type domain containing protein, several proteins of the RING-protein 

family have been found to be up-regulated in response to heat stress, notably in hot pepper 

(Zeba et al., 2009) and in A. thaliana (Agarwal and Khurana, 2018). In K. nitens, Hypo20 and 

OAR could be reliable indicators of the recovery after heat shock, while ZnFR and BONZAI 

could be used as early marker genes during heat shock.  

During salt stress, ABC, FDH and Hypo20 were up-regulated. As previously shown in rice and 

A. thaliana (Kim et al., 2010; Saha et al., 2015), ATP-binding cassette transporter emerged as 



Fig. II.2. Accumulation de l'ARNm des deux KnNOS. Le ratio correspond à l’expression au
point de la cinétique par rapport à l’expression du témoin symbolisé par la ligne
pointillée. Les différences statistiques entre chaque point et le témoin (ligne pointillée)
ont été déterminées à l'aide du test de Kruskal-Wallis suivi du test de Dunn (°P < 0,1 ; *P
< 0,05).
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the most suitable salt stress marker gene. The mRNA level increase of FDH was also consistent 

with studies in various plants in response to both biotic and abiotic stresses (McNeilly et al., 

2018). During salt stress response in K. nitens, a Protein disulfide isomerase 1 (PDI1), involved 

in the ER stress response (Gupta and Tuteja, 2011), was down-regulated. Nevertheless, the 

gene expression of this type of enzyme is difficult to predict, since its expression variability is 

high even within the same species or between ecotypes, as in Chinese cabbage where no less 

than 32 PDI have been identified and forms a large multigene family (Kayum et al., 2017). 

In the case of PEG-induced dehydration stress, ABC and FDH were also found to be up-

regulated in K. nitens. As salt and heat shock also triggered osmotic stress, it is not surprising 

to find common marker genes between these stresses. For example, some ABCs genes have 

been found as up-regulated in response to NaCl and PEG stresses in Brassica rapa (Yan et al., 

2017). It was also interesting to observe that the decrease of the mRNA levels of OAR and S41 

appeared at different time points during the PEG kinetics. OAR would thus indicate long-term 

dehydration stress while S41 would be indicative of earliest responses. 

Finally, to validate the relevance of our methodology for the reference gene selection in K. 

nitens, the transcript level of KnABC was monitored under salt stress conditions and 

normalized with the most appropriate reference gene pair (H3 + UBQ) and with the most 

inappropriate reference gene (eIF3G). Misinterpretations and overestimations have resulted 

from the use of eIF3G in monitoring KnABC transcript level. Previously, several cases of 

improper evaluation due to the use of inappropriate reference genes have already been 

reported (Dong et al., 2012; Ma et al., 2016; Xie et al., 2019; Li et al., 2020a).  

This study identified the molecular tools needed to produce reliable RT-qPCR data following 

abiotic stresses in the model algae K. nitens. Given the increasing amount of studies on this 

model, this work will facilitate further understanding of the biological adaptations that 

allowed the colonization of land by ancestral plant lineages. 

2. Accumulation des transcrits des deux KnNOS en réponse à 
trois stress abiotiques chez K. nitens 

L’obtention de ces outils moléculaires nous a permis de suivre les profils d’accumulation de 

l’ARNm des deux KnNOS en réponse aux trois stress abiotiques. Les profils d’accumulation de 

l’ARNm différent entre les deux KnNOS et selon les stress appliqués.  



Fig. II.3. Modèle AlphaFold de la protéine KnNOS1. Le domaine oxygénase est représenté
en bleu foncé, le domaine FMN en orange, le domaine FNR en orange clair. Les acides
aminés en rouge correspondent au peptide utilisé pour la synthèse de l’anticorps
spécifique de la KnNOS1. A) Vue schématique avec structures secondaires. B) Vue avec
modélisation de la surface.

A                                      

B
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Concernant le gène KnNOS1, nous avons observé une accumulation significative de son ARNm 

après 10 min de stress chaud à 45 °C (Fig. II.2). La teneur en ARNm KnNOS1 reste plus élevée 

de manière significative lorsque les algues sont remises en culture à 20 °C pendant 30 min 

après la fin du stress chaud. A l’inverse, en réponse à un stress osmotique induit par 30 % 

(m/v) de PEG une diminution significative de la teneur en ARNm de la KnNOS1 a été observée 

après une journée et de manière stable jusqu’à 3 jours de traitement par rapport au niveau 

d’ARNm de la fiole témoin. Après 6 jours, le niveau d’ARNm de la KnNOS1 retourne à son 

niveau basal. En réponse au stress salin, aucun changement significatif dans le niveau d’ARNm 

de la KnNOS1 n’a été mesuré. Le profil d’accumulation des ARNm de la KnNOS2 est nettement 

différent de celui de la KnNOS1. En effet, en réponse au stress chaud aucune accumulation 

significative de l’ARNm de la KnNOS2 n’a été observée. Contrairement à la KnNOS1, nous 

avons observé une augmentation significative de l’ARNm de la KnNOS2 à partir de 3 jours de 

traitement 30 % (m/v) PEG et ceux jusqu’à 6 jours. En réponse au stress salin, aucune 

différence significative dans le profil d’accumulation de l’ARNm de la KnNOS2 n’a été détectée. 

Ainsi, les KnNOS1 et 2 présentent des profils d’abondance de transcrits qui diffèrent en 

fonction du stress appliqué. 

3. Détection de la protéine KnNOS1 par western blot 

Plusieurs anticorps reconnaissant des NOS de mammifères sont disponibles sur le marché. Ces 

anticorps sont spécifiques d’une isoforme de NOS et certains peuvent être utilisés chez 

plusieurs espèces (Coers et al., 1998). La société Sigma a également commercialisé un 

anticorps dit universel, car capable de reconnaitre les trois isoformes de NOS (Sigma-Aldrich, 

universal NOS N-217). Cet anticorps est dirigé contre le peptide 1113-1122 (DQKRYHEDIFG) 

de la iNOS et de la nNOS de souris (Q9Z0J4 ; P70313). Toutefois, cet anticorps reconnait 

également les NOS de porc, de bœuf, de rat et humaine. Etonnamment, les NOS d’un papillon 

Bombyx mori ont également été détectées par cet anticorps, bien que ces deux NOS ne 

possèdent que 47 % d’identité avec celles de la souris.  

Au laboratoire, nous disposions de deux anticorps dirigés contre des protéines NOS, 

l’anticorps universel de la société Sigma (universal NOS N-217) et un anticorps dirigé contre la 

iNOS de souris de la société Abcam (ab205529). Ces deux anticorps ont été testés sur un 

extrait protéique de K. nitens et sur une culture bactérienne surexprimant la KnNOS1 sans 

toutefois permettre la détection d’une bande spécifique correspondant à l’une des deux NOS 
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(résultat non montré). Une immunoprécipitation utilisant l’anticorps universal NOS N-217 de 

Sigma, suivie d’une analyse par spectrométrie de masse n’a pas non plus été suivie de 

l’identification de KnNOS (résultats non montrés). 

Afin de suivre l’abondance de la protéine KnNOS1, un anticorps spécifique a été commandé 

via le service dédié de l’entreprise d’Agrisera. Le peptide choisi pour l’immunisation des lapins 

correspond aux acides aminés 966-980 de la KnNOS1, localisés sur une boucle externe de la 

protéine afin d’espérer utiliser l’anticorps en immunoprécipitation (Fig. II.3). Afin de vérifier 

que l’anticorps reconnaissait bien uniquement la protéine KnNOS1, un western blot sur un 

extrait protéique de K. nitens et sur un extrait protéique de levure surexprimant la KnNOS1 

recombinante (utilisé comme témoin positif ; protocole d’obtention décrit dans le CHAPITRE 

III) a été réalisé avec du sérum de lapin suite à deux injections de peptide (sérum 2v). Aucune 

bande n’a été visualisée après incubation de la membrane avec le sérum pré-immun (prélevé 

sur le lapin avant injection du peptide), signifiant qu’avant injection du peptide spécifique de 

la KnNOS, le lapin ne contenait bien aucun anticorps reconnaissant des protéines de la masse 

molaire de la KnNOS1. L’utilisation du sérum 2v en western blot a révélé une bande unique 

correspondant à la masse moléculaire de la KnNOS1 dans les extraits protéiques de levure 

surexprimant la KnNOS1 (Fig. II.4). Dans les extraits protéiques de K. nitens, deux signaux 

immunoréactifs ont été détectés, le signal le plus haut correspond à une protéine d’environ 

130 kDa et le plus bas à une protéine d’environ 63 kDa (Fig. II.4). D’après les logiciels de 

prédiction5, la masse moléculaire théorique de la KnNOS1 s’élèverait à 120,7 kDa. La présence 

d’un signal additionnel de masse moléculaire plus faible pourrait être expliquée par une forme 

clivée de la KnNOS1. En effet, le domaine réductase seul, reconnu par l’anticorps, donnerait 

un signal aux alentours de 63 kDa. Par ailleurs, la masse moléculaire de la protéine endogène 

issue de l’extrait protéique de K. nitens diffère d’une dizaine de kDa de celle de la protéine 

KnNOS1 surexprimée chez la levure (120 kDa en levure et 130 kDa chez K. nitens ; Fig. II.4). 

Cette augmentation de masse pourrait correspondre à l’ajout de modification post-

traductionnelle sur la protéine endogène, telle que des palmitoylations, comme sur la NOS2 

et NOS3 humaine (Feron et al., 1998; Navarro-Lérida et al., 2004), ou de la N-myristoylation, 

observée sur la NOS3 (Liu et al., 1997). Afin d’étayer cette hypothèse, un logiciel de prédiction 

des sites de N-myristoylation et de S-palmitoylation a été utilisé. Un site de N-myristoylation 

                                                      
5 https://web.expasy.org/protparam/  

https://web.expasy.org/protparam/


Fig. II.5. Prédiction de modifications lipidiques sur la séquence protéique de la KnNOS1.
Le domaine oxygénase est représenté en bleu foncé, le domaine FMN en orange, le
domaine FNR en orange clair. Le site prédit de N-myristoylation est surligné en rose pâle
(glycine 2) et ceux de S-palmitoylation en bleu clair (cystéine 7, 559 et 899).
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a été prédit sur la glycine 2 de la KnNOS1 et 3 sites de S-palmitoylation ont été identifiés sur 

les cystéines 7, 559 et 899 (Fig. II.5). L’augmentation de la sélectivité du logiciel mène à 

l’élimination des sites de S-palmitoylation des cystéines 559 et 899.  

La validation du sérum 2v a conduit à la purification de l’anticorps par Agrisera. De nouveaux 

western blots, avec l’anticorps purifié, ont alors été réalisés. Cependant, même si un signal a 

bien été détecté à la bonne masse moléculaire dans les extraits protéiques de levure 

surexprimant la KnNSO1, aucun signal immunoréactif n’a pu être détecté dans les extraits 

protéiques de K. nitens ; et ce quelle que soit la quantité de protéines déposée sur gel (Fig. 

II.6A). L’absence de détection de la KnNOS1 dans les extraits endogènes une fois l’anticorps 

purifié pourrait s’expliquer par une faible proportion de protéine KnNOS1 par rapport aux 

protéines extraites. La détection de la KnNOS1 serait plus difficile suite à la purification de 

l’anticorps, cette purification entrainant nécessairement un gain en qualité mais une perte en 

quantité d’anticorps. Le tampon d’extraction utilisé contient 0,5 % (v/v) d’Igepal CA-630, un 

détergent non ionique permettant la solubilisation de protéines et complexes membranaires 

en conditions natives. Par ailleurs, il a été montré que les KnNOS de mammifères étaient 

associées aux membranes. Par exemple, la NOS2 de souris est retrouvée sous forme 

cytosolique mais également sous une forme particulaire, c’est-à-dire associée à des vésicules 

(Vodovotz et al., 1995), alors que la NOS3 est associée aux membranes de l’appareil de Golgi 

ou aux cavéoles des cellules endothéliales (Liu et al., 1997). Afin d’augmenter la solubilité des 

protéines liées aux fractions membranaires et de potentiellement augmenter la proportion de 

la KnNOS1 dans l’extrait protéique, plusieurs détergents ont été testés : le SDS 2 % (v/v), un 

détergent anionique dénaturant, le CHAPS 0,5 % (m/v), un détergent zwitterionique non 

dénaturant utilisé pour étudier les récepteurs et protéines membranaires qui rompt les 

interactions protéine-protéine, et le DDM 5 % (m/v), un détergent non ionique utilisé 

régulièrement dans l’étude des protéines membranaires qui permet entre autres la 

stabilisation et la préservation de l’activité des enzymes membranaires. Toutefois, nous 

n’avons pas immunodétecté la KnNOS1 avec l’anticorps purifié suite aux extractions 

protéiques réalisées avec ces différents détergents (Fig. II.6B). 

D. Discussion et perspectives 

Cette étude nous a permis de mettre au point des outils nécessaires à la réalisation de RT-

qPCR chez le nouvel organisme modèle K. nitens. Ainsi, ont été identifiés comme gènes de 



Fig. II.6. Immunodétection de la KnNOS1 via l’anticorps purifié. A) Western blot sur des
extraits protéiques de levure surexprimant la KnNSO1 (Sc) ainsi que sur des extraits
protéiques de K. nitens. Différents volumes d’extraits protéiques ont été déposés sur gel.
La flèche indique le signal dont la masse moléculaire correspond à la KnNOS1. Les
résultats présentés sont représentatifs de 3 répétitions biologiques indépendantes. B)
Western blot sur des extraits protéiques de K. nitens, différents détergents ont été
additionnés au tampon d’extraction : NP-40 0,5 % (v/v), SDS 2 % (v/v), CHAPS 0,5 % (m/v)
et DDM 5 % (m/v).
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référence les couples ACT /CitS, H3/ UBQ, et eIF6 /CitS, respectivement adapté chez K. nitens 

en conditions de stress chaud, de stress salin et de déshydratation induite par le PEG.  

L’établissement des conditions d’analyse de RT-qPCR chez K. nitens nous a permis 

d’investiguer les profils d’accumulation de l’ARNm des deux isoformes de KnNOS en réponse 

aux trois stress abiotiques choisis. Aucune des deux KnNOS n’a présenté une accumulation 

d’ARNm en réponse au stress salin. Bien qu’il soit difficile de comparer les modèles 

biologiques, chez le rat une charge chronique de 2 % (m/v) en NaCl conduit à l’augmentation 

de l’expression de la NOS1 dans l’hypophyse concomitante à une augmentation de son activité 

dans l’hypothalamus (Kadowaki et al., 1994). Chez les algues, le NO semble également 

impliqué dans la réponse à de nombreux stress abiotiques dont le stress salin (Astier et al., 

2021), en réponse auquel C. reinhardtii arbore un profil spécifique de s-nitrosation des 

protéines (Chen et al., 2016). Toutefois, ces organismes étant dépourvus de NOS, il est 

possible que les mécanismes de réponse au stress salin chez K. nitens mobilise également des 

sources de production de NO indépendantes des NOS, ce qui pourrait expliquer les résultats 

de qPCR.  

En réponse à un stress chaud, seule la KnNOS1 présente une accumulation significative de son 

ARNm. Chez l’homme au niveau cutané, l’application d’un stress chaud localisé implique 

uniquement la NOS3 alors qu’au contraire l’application d’un stress chaud global mobilise la 

NOS1 (Kellogg et al., 2009). L’implication spécifique des isoformes de NOS en réponse au stress 

chaud semble toutefois varier selon la température, la durée du stress et les espèces. Par 

exemple, chez la chèvre, les ARNm et les protéines des trois isoformes de NOS s’accumulent 

lors des périodes de fortes chaleurs (Yadav et al., 2016). Enfin, chez l’algue Symbiodinium 

microadriacticum, l’application d’un stress chaud provoque également une accumulation de 

NO mais dans cette étude, la source enzymatique du NO produit n’a pas pu être déterminée 

(Bouchard and Yamasaki, 2009). 

Contrairement au stress chaud, un stress hydrique induit par le PEG conduit à l’accumulation 

de l’ARNm de la KnNOS2 et à une diminution significative du taux d’ARNm de la KnNOS1. Chez 

le rat, l’activité de la NOS augmente chez les animaux déshydratés (Pow, 1992). Chez les 

organismes chlorophylliens dépourvus de NOS, le NO est également impliqué dans la 

résistance au stress hydrique. De manière intéressante, chez A. thaliana, l’expression d’une 

NOS de rat conduit à une augmentation de la résistance à la déshydratation (Shi et al., 2012a), 
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ce qui laisserait penser que les fonctions du NO pourraient être assurées quel que soit les 

sources de sa production. La présence ou l’absence de NOS chez des algues 

phylogénétiquement proches pourrait permettre d’étudier cette question. 

Ces résultats mettent en avant les différences de profils d’accumulation de l’ARNm des deux 

KnNOS. Nous pouvons supposer que les deux KnNOS sont sous-fonctionnalisées, comme c’est 

le cas pour les trois NOS chez les mammifères (Andreakis et al., 2011; Annona et al., 2022). En 

effet chez les mammifères, si l’ARNm de la NOS2 s’accumule notamment en réponse aux 

cytokines, à l’interleukine ou encore aux LPS, les NOS1 et NOS3 s’expriment majoritairement 

de manière constitutive (Förstermann and Kleinert, 1995). Cependant, une induction du gène 

NOS1 a été observée en réponse aux œstrogènes ou encore à un stress salin chronique, alors 

qu’une accumulation d’ARNm du gène NOS3 a été observée également en réponse aux 

œstrogènes et aux forces de cisaillement exercées par le sang sur la paroi des vaisseaux 

sanguins (Förstermann and Kleinert, 1995). De plus, ces isoformes, bien qu’ayant la même 

fonction (i.e. la production de NO), sont exprimées dans des tissus différents (Förstermann 

and Kleinert, 1995). Il est toutefois difficile de transposer la sous-fonctionnalisation des NOS 

de mammifères à celle de K. nitens puisque les conditions d’induction diffèrent et qu’il n’y a 

un seul type cellulaire chez K. nitens. Compléter ces résultats avec les données d’abondance 

des protéines KnNOS permettrait d’étayer notre hypothèse sur la sous-fonctionnalisation des 

deux NOS de K. nitens, notamment en étudiant d’éventuelles disparités de dynamique 

d’abondance des deux KnNOS entre les compartiments cellulaires et en fonction des réponses 

physiologiques. 

Les anticorps commerciaux testés sur les extraits protéiques de K. nitens n’ayant pas permis 

de mettre en évidence un signal correspondant à l’une des deux KnNOS, nous avons dans un 

premier temps fait produire un anticorps spécifique de la KnNOS1. Le peptide immunogène 

choisi correspond à la séquence A0A1Y1HXQ9, positionnée en surface de la protéine dans sa 

structure tridimensionnelle d’après nos simulations afin d’optimiser la possibilité que cet 

anticorps fonctionne également en immunoprécipitation en conditions natives (cf. CHAPITRE 

III). Les résultats obtenus sur les lignées de levure surexprimant la KnNOS1 (témoin positif de 

western blot), ainsi que l’absence de signal suite à l’utilisation du sérum pré-immun à la place 

de l’anticorps (témoin négatif) nous ont permis de vérifier la spécificité de l’anticorps. 

Cependant, les résultats obtenus sur les extraits protéiques de K. nitens sont plus nuancés. Les 
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western blot réalisés avec le sérum 2v, avant la purification de l’anticorps, révèlent deux 

signaux majoritaires à 130 kDa, soit environ 10 kDa au-dessus de la masse moléculaire 

théorique de la KnNOS1, et à 63 kDa, qui pourrait correspondre au résultat d’un clivage de la 

protéine. L’adjonction de modifications post-traductionnelles sur la protéine endogène peut 

engendrer un retard de la migration sur gel dû à une masse moléculaire et un encombrement 

stérique plus important (Greaves et al., 2008). Plusieurs sites d’ajout de lipides ont été 

détectés dans la séquence de la KnNOS1 : un site de N-myristoylation sur la glycine 2 et 3 sites 

de S-palmitoylation sur les cystéines 7, 559 et 899. L’hypothèse la palmitoylation pourrait être 

vérifiée par plusieurs méthodes. Il serait possible de traiter les échantillons protéiques avec 

une enzyme telle que l’Acyl-protein Thioesterase 1 (APT1), qui catalyse la dépalmitoylation, 

son efficacité ayant été confirmée sur la eNOS de mammifères (Yeh et al., 1999). Après 

traitement avec APT1, si la différence de masse moléculaire est dû à une S-palmitoylation de 

la protéine endogène, le signal obtenu à partir des extraits de K. nitens devrait être détecté à 

la masse moléculaire de la KnNOS1 produite en levures. Une technique plus difficile à mettre 

en place serait l’utilisation de radio marquage avec du palmitate[H3], après avoir cultivé les 

algues en présence de palmitate[H3] et extraction des protéines, l’immunoprécipitation de la 

KnNOS1 puis sa migration sur SDS-PAGE mèneraient  la détection du palmitate[H3] par 

fluorographie (Resh, 2006). Enfin, cette hypothèse pourrait être vérifiée grâce à l’utilisation 

de kit de détection des modifications post-traductionnelles, révélant par fluorescence sur gel 

1D ou 2D les protéines palmitoylées (Abcam : ab273282) et myristoylées (Abcam : ab273270).  

Bien que les résultats obtenus lors de l’utilisation du sérum 2V aient permis de visualiser un 

signal correspondant à la protéine endogène, aucun signal correspondant à la masse 

moléculaire de la KnNOS1 n’a été détecté après purification de l’anticorps. Il est envisageable 

qu’après purification l’anticorps ne soit plus assez concentré pour détecter la KnNOS1, bien 

qu’utilisé à 1:500ème alors que le sérum 2v a été utilisé à 1:1000ème. De nouvelles optimisations 

sont nécessaires afin de pouvoir utiliser l’anticorps purifié en western blot pour la détection 

de la KnNOS1 (concentration protéique, concentration en anticorps …).  

En conclusion, les résultats de RT-qPCR nous ont permis d’émettre l’hypothèse de la sous-

fonctionnalisation des protéines KnNOS1 et KnNOS2. Pour le moment, les conditions de 

western blot ne nous ont malheureusement pas permis de réaliser un suivi de l’abondance de 
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la KnNOS1 en réponse aux trois stress abiotiques déjà mis en place.  L’inactivation spécifique 

de l’une et de l’autre des isoformes pourrait permettre d’étudier leur fonction respective.
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A. Contexte de l’étude 

Les interactions protéine-protéine (IPP) sont des événements cruciaux dans les mécanismes 

de signalisation cellulaire, que ce soit pour la synthèse de protéines, la dimérisation de 

récepteur, ou encore la régulation des gènes impliqués dans le métabolisme. Au vu de la 

diversité des modes de régulation des IPP, il n’est pas étonnant que les techniques pour les 

étudier soit en pleine expansion. En effet, depuis les années 2000 de nombreux outils ont été 

développés, via l’utilisation de techniques de biochimie, comme la co-immunoprécipitation et 

le pull-down, de microscopie, avec le FRET et le BiFC, ou encore de biologie moléculaire, avec 

la technique du double hybride, ou plus récemment par l’introduction d’acide aminé non 

naturel dans les protéines d’intérêts afin de fixer de manière covalente leurs interactions les 

plus labiles par un traitement aux UV (Xing et al., 2016; Nguyen et al., 2018). Plus récemment, 

les IPP sont également devenues des cibles moléculaires dans la recherche de nouveaux 

agents thérapeutiques, en effet dans l’interactome humain, plus de 645 000 IPP ont été 

décrites comme impliquées dans les maladies (Mabonga and Kappo, 2019).  

L’étude des IPP des NOS de mammifères a permis de caractériser différents mécanismes de 

régulation des NOS et de mieux appréhender la signalisation NO, notamment à travers l’étude 

de la S-nitrosation des partenaires des NOS (Hess et al., 2005). En effet, il a été mis en évidence 

que les trois isoformes de la NOS, à travers la formation de complexes protéiques, orientent 

la S-nitrosation vers des cibles spécifiques (Wynia-Smith and Smith, 2017). Au sein de ces 

complexes protéiques, certains partenaires influencent également la signalisation NO en 

régulant l’activité des NOS elles-mêmes (Cinelli et al., 2020). 

1. Les NOS, actrices de complexes protéiques  

a) Un environnement favorable aux modifications post-
traductionnelles  

Les NOS, en participant à des complexes protéiques, influencent la S-nitrosation et donc la 

signalisation NO, la génération de nitrosothiols étant contrôlée dans l’espace et dans le temps 

(Wynia-Smith and Smith, 2017). De plus, la S-nitrosation requiert des changements dans la 

conformation de la protéine cible, que ce soit dans l'environnement électrostatique, 

l'hydrophobie ou la contiguïté et de l'orientation des chaînes latérales aromatiques, rendant 

ainsi les thiols cibles accessibles. Des IPP peuvent contrôler ces changements et promouvoir 

ainsi la S-nitrosation (Hess et al., 2005). Chaque isoforme de NOS, en participant à des 



Fig. III.1. Représentation schématique du module de signalisation multi-composants de la
NOS1 et du récepteur NMDA. Le récepteur NMDA est lié à la NOS1 par une protéine
d’échafaudage PDS95 via son ancrage à la membrane par S-palmitoylation (zig-zag rose).
NMDA en contrôlant l’entrée de Ca2+ dans la cellule, active la NOS1 ce qui conduit à une
augmentation locale de la production de NO. Plusieurs protéines de ce complexe sont
régulées par le NO produit par la NOS1, la protéine G Dexras est activée par S-nitrosation
tout comme la protéine p21 ras et de manière indépendante. PSD95 permet également
le recrutement d’une guanylate cyclase qui est activée par métal-nitration. NMDA est
inhibé par S-nitrosation ce qui permet la mise en place d’un rétrocontrôle négatif. La
dépalmytolation de la protéine PSD95 par une palmitoyl-thioestérase recrutée par NMDA
libère les cystéines normalement palmitoylées de la PSD95 qui seront S-nitrosées,
conduisant à la dissociation du complexe protéique NMDA, PSD95 et NOS1. Adaptée de
Stamler et al., (2001).

Fente synaptique 

Cytosol
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complexes, favorise la S-nitrosation de certains de ces partenaires de manière spécifique. En 

effet, des études protéomiques comparant des souris sauvages à des souris mutantes 

n’exprimant pas la NOS1 ou la NOS3 ont permis d’identifier plus de 100 sites de S-nitrosation 

sur les protéines cibles. Or, la majorité de ces sites sont spécifiques d’une seule isoforme 

(Doulias et al., 2013; Raju et al., 2015).   

Une étude menée par Wynia-Smith (2017) a établi une liste non exhaustive de protéine S-

nitrosées interagissant avec chacune des trois isoformes de NOS. Ainsi, la cyclo-oxygénase 2, 

l’arginase 1 ou encore l’intégrine α6 interagissent avec la NOS2. La dynamine 2, la β-arrestine 

2 ou encore HSP90 interagissent avec la NOS3 ; alors que la glukokinase, la protéine OGT (O-

linked N-acetylglucosamine transferase), la protéine PSD95 (postsynaptic density protein 95) 

ou encore la protéine Dexras interagissent avec la NOS1. Parmi ces exemples, l'interaction de 

la NOS1 avec la protéine PSD95 et Dexras, constitue une illustration remarquable de l'aspect 

spatio-temporel de la signalisation du NO. En effet, dans les neurones, la NOS1 participe à un 

complexe protéique dont l’association et la dissociation sont régulées par S-nitrosation (Fig. 

III. 1). La NOS1 est en grande partie liée à la membrane due à son interaction avec la protéine 

PSD95 qui, lorsqu’elle est palmitoylée, est associée de manière stable à la membrane. Le 

récepteur N-méthyl-D-aspartate (NMDA) se lie également à PSD95 et se trouve ainsi à 

proximité de la NOS1. NMDA contrôle l’entrée de Ca2+ dans les neurones, le flux de Ca2+ 

entrant active la NOS1 par liaison du Ca2+ au domaine CaM. Ceci conduit à une augmentation 

locale de la production de NO qui va inhiber NMDA via la S-nitrosation de cystéines des sous-

unités régulatrices NR2a et NR1 (Stamler et al., 2001). Ce mécanisme permet notamment de 

contrôler l’activité du récepteur NMDA. En plus du contrôle négatif par S-nitrosation des sous-

unités NR2a et NR1, NMDA promeut la dépalmitoylation de PSD95, et sa proximité avec la 

NOS1 conduit à la S-nitrosation des cystéines normalement palmitoylée, ce qui entraîne la 

dissociation du complexe NMDA, PSD95 et NOS1 (Ho et al., 2011). La formation de ce 

complexe protéique également permettra l’activation de plusieurs protéines recrutées par les 

différents partenaires. En effet, la NOS1 est également liée par la protéine adaptatrice CAPON 

à la petite protéine G Dexras, qui est S-nitrosée et activée par la stimulation de la NOS1 médiée 

par le récepteur NMDA. La protéine p21 ras, qui interagit avec le récepteur NMDA, est 

également régulée par S-nitrosation indépendamment de Dexras (Stamler et al., 2001). En 
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plus  de la S-nitrosation, ce complexe protéique permet également l’activation par métal-

nitration d’une guanylate cyclase recrutée par PSD95 (Stamler et al., 2001).   

Une autre modification post-traductionnelle également induite par le NO est la Tyrosine-

nitration. Celle-ci possède, au même titre que la S-nitrosation, un rôle de signalisation (Bottari, 

2015). L’impact des IPP dans la réaction de Tyr-nitration est moins bien documenté, toutefois 

parmi les partenaires des NOS, la cyclo-oxygénase 2 est connue pour être Tyr-nitrée (Eligini et 

al., 2001) ce qui laisse penser qu’un complexe protéine cible-NOS est nécessaire à la réaction.  

b) Un environnement favorable aux régulateurs des NOS  

A travers leurs différentes IPP, les NOS peuvent également être régulées. Un des exemples les 

plus documentés est la fixation de la calmoduline sur la NOS1 et sur la NOS2 qui permet, en 

présence de Ca2+, de faciliter le transfert des électrons et ainsi de permettre l’activité de ces 

NOS dites calcium dépendantes (Campbell et al., 2014). L'activité de la NOS, soit la production 

de NO, peut être optimisée par une protéine partenaire qui facilite l'acheminement de son 

substrat, comme c’est le cas pour la NOS3 dans les cavéolines où elle interagit avec le 

transporteur d’arginine CAT1 (Kone, 2000). Certaines IPP peuvent également inhiber l’activité 

enzymatique de NOS. Par exemple, la déstabilisation de la structure dimérique, active, de la 

NOS, ou la prévention de sa dimérisation par IPP conduit à son inactivation. En effet, la fixation 

de la protéine PIN dans la partie N-terminale de la NOS1 déstabilise le dimère et conduit à 

l’inhibition de la NOS1 par la perte de sa forme dimérique active (Zhou and Zhu, 2009). De 

manière similaire, chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, l’accumulation de la 

protéine kalirine prévient la dimérisation de la NOS2 et conduit à une inhibition de son activité 

et à un dérèglement de la réponse immunitaire (Cinelli et al., 2020). La signalisation NO étant 

dépendante de la distribution spatiale et temporelle du NO, l’activité de la NOS peut 

également être régulée via des protéines partenaires influençant la localisation intracellulaire 

de la NOS. En effet, la liaison de la NOS3 avec la protéine NOSIP conduit à sa dissociation des 

cavéoles de la membrane plasmique (Dedio et al., 2001).  

2. Objectifs 

Dans ce chapitre, nous émettons l'hypothèse que l'identification des protéines partenaires 

des KnNOS permettrait de mieux comprendre le rôle et le fonctionnement des NOS chez K. 

nitens et plus généralement, apporterait de nouvelles connaissances sur la signalisation de NO 

dans les organismes photosynthétiques. 



Fig. III.2. Représentation schématique de la stratégie d'identification des partenaires
protéiques des NOS et de leur caractérisation. A) Ajout d’une étiquette par ingénierie
moléculaire aux séquences codant pour KnNOS1 et KnNOS2. Clonage de chaque insert
dans un vecteur suivi de la production des deux protéines recombinantes dans un
système hétérologue. Purification des protéines recombinantes KnNOS1 et KnNOS2 par
chromatographie d'affinité. B) Purification et fixation des protéines KnNOS1 et KnNOS2
sur des billes magnétiques. Précipitation des KnNOS et de leurs partenaires par pull-down
et identification des partenaires par spectrométrie de masse. C) Analyse fonctionnelle
utilisant des approches génétiques ciblées permettant de caractériser les fonctions
physiologiques des KnNOS par l'étude de leurs protéines partenaires.
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Afin de remplir cet objectif une stratégie par pull-down de la protéine recombinante KnNOS1 

portant une étiquette histidine suivie d’une analyse par spectrométrie de masse a été retenue. 

Cette stratégie nécessite de produire la protéine recombinante KnNOS1 dans un système 

hétérologue et de la fixer sur des billes par affinité. En contact avec un extrait cellulaire, les 

partenaires de KnNOS1 se fixeront sur cette dernière et seront alors identifiables par 

spectrométrie de masse (Fig. III.2.A-B). Si cette stratégie permet d’identifier les partenaires 

de la KnNOS1, elle pourra également être adoptée pour identifier les partenaires de la 

KnNOS2. L’identification des partenaires des KnNOS nous permettra à l’avenir d’étudier 

l’impact de la surexpression ou sous-expression de ces partenaires sur la physiologie de K. 

nitens et sur la régulation des KnNOS (Fig. III.2.C). 

En cas d’échec des expériences de pull-down, une stratégie d’identification des partenaires 

protéiques de la KnNOS1 endogène a également été envisagée puisque nous disposons d’un 

anticorps dirigé spécifiquement contre la KnNOS1. 

En parallèle des expérimentations d’identification des partenaires des KnNOS, une approche 

in silico de recherche des protéines interagissant avec les NOS humaines (HsNOS) a été menée. 

Cette étude, couplée à une analyse d’orthologie, a permis d’établir un réseau d’IPP des HsNOS 

et d’identifier les partenaires des HsNOS conservés chez K. nitens. Une étude bibliographique 

a également été réalisée afin d’identifier, parmi les partenaires des HsNOS conservés, ceux 

qui sont décrits comme ayant un rôle régulateur de l’activité des NOS. Cette liste nous 

permettra, une fois les partenaires des NOS identifiés expérimentalement, de présélectionner 

les partenaires d’intérêts pour l’analyse fonctionnelle et de vérifier si leur activité régulatrice 

des NOS est conservée chez K. nitens (Fig. III.2.C). 

B. Matériels et méthodes 

1. Production de la protéine recombinante KnNOS1 en système 
hétérologue 

a) Construction plasmidique et technique de clonage  

(1) Vecteur d’entrée pET-24(b)+ et vecteur donneur pDONR 
221 

Aux vues des difficultés rencontrées à amplifier par PCR les ADNc pleine longueur codant pour 

la KnNOS1 (cf. CHAPITRE I), un gène synthétique a été cloné dans le vecteur d’expression pET-



Fig. III.3. Schéma des PCR avec les amorces A1-A2 et A3-A4 depuis la matrice pET-24b(+).
Le vecteur pET-24b(+) utilisé comme matrice pour la PCR porte un gène conférant une
résistance à la kanamycine, la séquence codante de la KnNOS1 avec une étiquette poly-
histidine en 3’. A) Le produit PCR obtenu lors de l’utilisation des amorces A1 et A2 est
composé de la séquence KnNOS1 encadrée par les sites de clonage attB1 et attB2 afin de
pouvoir cloner le produit dans d’autres vecteurs via la technique Gateway. B) Le produit
PCR obtenu lors de l’utilisation des amorces A3 et A4 est composé de la séquence
KnNOS1 avec une étiquette poly-histidine en 3’. La séquence Kozak permet la fixation du
ribosome chez les cellules eucaryotes. La séquence est encadrée par les sites de clonage
attB1 et attB2 afin de pouvoir cloner le produit dans d’autres vecteurs via la technique
Gateway.

A                                      

B

Tab. III.1. Amorces PCR pour l’amplification de l’ADNc KnNSO1 avec ou sans étiquette
poly-histidine depuis le pET-24b(+) et encadrée des séquences attB. Les séquences
correspondant au site de clonage attB1 (amorce sens) et attB2 (amorce antisens) sont
représentées en bleu, la séquence Kozak est représentée en orange. Les acides
nucléiques spécifiques de la matrice sont en italique, le codon méthionine et le codon
stop sont soulignés et les codons codant pour l’étiquette poly-histidine sont en rouge.

Nom ID Séquence 5’-3’

Amorce sens KnNOS1 attB1 A1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGGGTCCATTTGCGAATTGC

Amorce antisens KnNOS1 attB2 A2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATGTTCCATTTGGACCGGTAGGC

Amorce sens KnNOS1-HIS attB1 A3 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCACCATGGGTCCATTTGCGAATTGCTTT

Amorce antisens KnNOS1-HIS attB2 A4 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTC
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24b, permettant la production d’une protéine recombinante avec une étiquette poly-histidine 

en C-terminal de la protéine, par une entreprise (GenScript).    

Afin d’introduire la séquence KnNOS1 dans un plasmide compatible avec la méthode de 

clonage Gateway® (Invitrogen), couramment utilisée au laboratoire, deux réactions de PCR 

ont été réalisées à partir du plasmide pET-24b(+) contenant la séquence KnNOS1, l’une avec 

les amorces A1 et A2 et la seconde avec les amorces A3 et A4 (Tab. III.1). Ces PCR ont permis 

d’obtenir un ADNc pleine longueur de la séquence codant la KnNOS1 avec et sans étiquette 

poly-histidine en 3’ (KnNOS1-His ; Fig. III.3). Les produits PCR obtenus ont été purifiés à l’aide 

du kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) selon les recommandations du 

fournisseur. Les séquences KnNOS1 et KnNOS1-His obtenues par PCR avec les couples 

d’amorces A1-A2 et A3-A4 ont été clonées à l’aide du système Gateway® (Invitrogen) par 

réaction BP dans le vecteur pDONR 221 (Thermofischer) conformément aux 

recommandations du fabricant afin de les cloner dans différents vecteurs destination (Fig. III. 

4, Fig. III.5).   

(2) Vecteur destination pP7FWG2, pDEST24, pDEST15, pEAQ-
HT-DEST-1 et pDRf1-GW  

Depuis le pDONR 221_KnNOS1 et à l’aide du système de clonage Gateway® (Invitrogen), la 

séquence KnNOS1 a été intégrée par LR clonase dans les vecteurs de destinations pP7FWG2 

(Karimi et al., 2002), pDEST24 et pDEST15 (Invitrogen) afin de produire la protéine 

recombinante KnNOS1 avec une étiquette GFP en C-ter et pour une expression du gène en 

tabac, mais également avec des étiquettes GST en C-ter et GST en N-ter pour une expression 

du gène en bactérie (Fig. III.4, Fig. III.6). 

A partir du pDONR 221_KnNOS1-His et à l’aide du système de clonage Gateway® (Invitrogen), 

la séquence KnNOS1 avec une étiquette poly-histidine en C-ter a été intégrée par LR clonase 

dans les vecteurs de destination pEAQ-HT et pDRf1-GW permettant l’expression de la KnNOS-

His respectivement en tabac et en levure. (Fig. III.5, Fig. III.6). 

Les séquences insérées dans ces différents vecteurs d’expression ont été vérifiées par 

séquençage. 



Fig. III.4. Schéma de la réaction BP réalisée avec le produit PCR des amorces A1-A2
permettant l’obtention du pDONR 221 avec pour insert la séquence KnNOS1. Depuis ce
pDONR 221 trois plasmides de destination ont été obtenus par réaction LR, le pP7FWG2
permettant la production de la KnNOS1 avec un étiquette GFP en C-ter en plante, le
pDEST24 permettant la production en bactérie de la KnNOS1 avec une étiquette GST en
N-ter et le pDEST15 permettant la production en bactérie de la KnNOS1 avec une
étiquette GST en C-ter. AttL1, AttL2 : site de recombinaison de la réaction LR ; GFP :
étiquette GFP ; GST : étiquette GST ; KanaR : gène de résistance à la kanamycine pour
l’expression en bactérie ; HygroR : gène de résistance à l’hygromycine en plante ; SpecR :
gène de résistance à la spectinomycine en bactérie ; AmpR : gène de résistance à
l’ampicilline en bactérie ; p35S : promoteur 35S.
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b) Système hétérologue bactérien 

(1) Transformation des bactéries Escherichia coli BL21 et 
Rosetta II 

Les vecteurs pET-24(b)+, pDEST 15 et pDEST 24 permettent l’expression du gène puis la 

production de la protéine en bactérie (Fig. III.6). Ces vecteurs d’expression sont porteurs d’un 

gène de résistance à un antibiotique, permettant la sélection des bactéries transformées, et 

du promoteur de l’ARN polymérase du bactériophage T7 sous la dépendance de l’opérateur 

de l’opéron lactose contrôlant la transcription de la séquence d’intérêt en aval. Le laboratoire 

possède deux souches d’Escherichia coli développées pour la production de protéines 

recombinantes, la souche BL21 et la souche dérivée Rosetta IITM (Novagen), capable de 

traduire les codons rarement rencontrés chez E. coli. Ces deux souches bactériennes 

possèdent une copie du gène de la T7-RNA polymérase. La transformation des bactéries puis 

l’ajout à la culture d’un inducteur synthétique de l’opéron lactose, l’isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG), déclenche la fixation de la T7 RNA polymérase sur le promoteur 

du vecteur. La séquence génique clonée dans le vecteur est alors transcrite, puis l’ARNm 

traduit, ce qui conduit à la production de la protéine codée par l’insert.  

Les deux souches d’E. coli ont été transformées par choc thermique avec les vecteurs de 

production en système bactérien (Fig. III.6). Pour ce faire, 4 ng de plasmide ont été mis en 

contact avec 50 μL de bactéries et laissés sur glace pendant au moins 30 minutes. Les bactéries 

ont ensuite été placées dans un bain-marie à 42 °C pendant 45 secondes puis immédiatement 

transférées sur glace. Après 45 minutes d’agitation dans 200 μL de milieu riche S.O.C 

(Invitrogen), les bactéries ont été ensemencées en milieu gélosé Lysogeny Broth-Lennox 

supplémenté en kanamycine à 50 μg/mL (LB-Kana) ou en ampicilline à 100 μg/mL (LB-Amp) 

selon le gène de résistance porté par le vecteur (Fig. III.6), permettant la sélection des 

bactéries transformées après une nuit à 37 °C. 

(2) Production de la KnNOS1 

Une unité formant colonie (UFC) de bactérie transformée a été cultivée dans 500 mL de milieu 

LB supplémenté avec l’antibiotique requis pour le maintien de la pression de sélection, à 37 

°C sous agitation jusqu’à l’obtention d’une densité optique (DO) à 600 nm comprise entre 1 et 

1,5. La synthèse de la protéine KnNOS a alors été induite par 500 μM d’IPTG. Parallèlement, 

le milieu a été supplémenté en plusieurs composants propres à la production de NOS : 3 μM 



Fig. III.5. Schéma de la réaction de BP réalisée avec le produit PCR des amorces A3-A4
permettant l’obtention du pDONR 221 avec pour insert la séquence KnNOS1 portant une
étiquette 6x histidine (KnNOS1-His). Depuis ce pDONR 211 deux plasmides de destination
ont été obtenus par réaction LR : le pEAQ_HT-DEST1, permettant la production de la
KnNOS1-His en plante et le pDRf1-GW, permettant la production en levure de la KnNOS1-
His. AttL1, AttL2 : site de recombinaison de la réaction LR ; 6x His : étiquette poly-
histidine ; KanaR : gène de résistance à la kanamycine pour l’expression en bactérie ;
Kana/NeoR : gène de résistance à la kanamycine et à la néomycine en plante ; AmpR :
gène de résistance à l’ampicilline en bactérie ; p35SM : promoteur 35S minimal ; pUra :
promoteur du gène Ura ; Ura : gène de synthèse de l’uracile en levure.
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de riboflavine (précurseur de co-enzymes), 450 μM d’acide δ-aminolevulinique (précurseur de 

l’hème) et 1 mM de L-arginine (substrat de NOS), afin de favoriser le repliement de la NOS 

sous sa conformation fonctionnelle (Weisslocker-Schaetzel et al., 2017). 

Après 3 h d’induction à 37 °C sous agitation, le milieu de culture a été centrifugé à 3500 g 

pendant 30 minutes à 4 °C, puis le culot bactérien a été repris dans 20 mL de tampon de lyse 

(NaH2PO4/Na2HPO4 (NaPi) 50 mM pH 7,5 ; NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM ; Glycérol 10 % (v/v), 

Triton X-100 1 % (v/v), 7,8-Dihydro-L-biopterine (BH2) 10 μM, FAD 2 μM, FMN 2 μM, L-arginine 

5 mM, cocktail d’inhibiteurs de protéases (PIC, Roche), lysozyme 250 μg/mL, DNase 21 μg/mL 

et RNase 6,25 μg/mL). La lyse a été complétée par 4 cycles de 4 minutes de sonication à 80 % 

on, 20 % off (Vibra Cell 500, Sonics and Materials). Enfin, les protéines ont été récupérées dans 

le surnageant après 30 min de centrifugation à 20 000 g et à 4 °C.  

Afin d’optimiser la production de la KnNOS, différentes conditions de cultures ont été testées 

pour chaque vecteur. Ainsi le milieu de culture a été remplacé par du Terrific Broth (TB), un 

milieu plus riche favorisant la production des protéines recombinantes (Tripathi et al., 2009; 

Collins et al., 2013; Couto et al., 2017). Plusieurs volumes de culture, DO d’induction, durées 

d’induction et températures de production ont été testés, de même que l’addition de 2 % (v/v) 

d’EtOH, afin de favoriser la production de protéines chaperonnes, ou encore d’urée 8 M dans 

le tampon de lyse. 

(3) Purification de la protéine KnNOS1 

(a) KnNOS-His 

La protéine recombinante KnNOS-His a été purifiée par affinité pour les ions Ni2+ par 

chromatographie liquide (fast protein liquid chromatography, FPLC) sur colonne His-Trap® à 

l’aide d’un AKTA Purifier® (Cytivia). Le surnageant filtré à 0,22 μm a été chargé à 0,5 mL/min 

sur la colonne équilibrée dans un tampon de chargement (NaPi 20 mM pH 7,2 ; NaCl 500 mM). 

Après 30 mL de lavage au tampon de chargement, les protéines retenues par la phase 

stationnaire ont été éluées par un gradient de 0 à 100 % de tampon d’élution (NaPi 20 mM pH 

7,2 ; NaCl 500 mM ; imidazole 500 mM) pendant 20 minutes dans des fractions de 1 mL. Les 

fractions contenant la protéine recombinante KnNOS-His ont été sélectionnées sur SDS-PAGE 

coloré au Bleu de Coomassie. 



Fig. III.6. Schéma des différents vecteurs de destination permettant la production de la
KnNOS dans différents systèmes hétérologue et avec différentes étiquettes. 6x His :
étiquette poly-histidine ; KanaR : gène de résistance à la kanamycine pour l’expression en
bactérie ; Kana/NeoR : gène de résistance à la kanamycine et à la néomycine en plante ;
AmpR : gène de résistance à l’ampicilline en bactérie ; p35SM : promoteur 35S minimal ;
pUra : promoteur du gène Ura ; Ura : gène de synthèse de l’uracile en levure.
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(b) GST-KnNOS et KnNOS-GST 

La protéine recombinante KnNOS étiquetée GST a été purifiée par FPLC sur colonne GST-Trap® 

à l’aide d’un AKTA Purifier® (Cytiva) ou sur paillasse en tube à l’aide de billes d’agarose 

Glutathione Sepharose 4B GST-tagged protein purification resin (Cytiva) selon les 

recommandations du fournisseur. 

Pour la purification par FPLC le surnageant a été filtré à 0,22 μm puis chargé à 0,5 mL/min sur 

la colonne équilibrée dans un tampon de chargement (Na2PO4 10 mM pH 7,3 ; KCl 2,7 mM ; 

NaCl 140 mM). Après 30 mL de lavage au tampon de chargement, les protéines retenues par 

la phase stationnaire ont été éluées par un gradient de 0 à 100 % de tampon d’élution (Tris 50 

mM pH 8 ; glutathion réduit 10 mM) pendant 20 minutes dans des fractions de 1 mL. 

c) Système hétérologue en plante 

(1) Transformation des Agrobacterium tumefaciens 

Afin de produire la KnNOS-His et la KnNOS-GFP dans des feuilles de tabac, la méthode par 

agro-infiltration a été retenue avec la souche d’Agrobacterium tumefaciens GV3101. Les 

agrobactéries ont été transformées par choc thermique. Pour chaque construction, 0,5 μg de 

plasmide ont été mis en contact de 120 µL d’A. tumefaciens, l’ensemble a été laissé sur glace 5 

minutes, transféré dans l’azote liquide pendant 5 minutes avant d’être replacé à 37 °C pendant 5 

minutes.      

(2) Culture et agro-infiltration 

Les agrobactéries transformées ont été incubées à 28 °C sous agitation pendant 3 heures dans 

250 μL de milieu S.O.C, puis ensemencées sur gélose LB supplémentée en gentamycine (50 

μg/mL) qui permet le maintien du plasmide Ti désarmé, en rifampicine (50 μg/mL), qui 

sélectionne la souche d’agrobactérie, et soit en spectinomycine (100 μg/mL) dont la résistance 

est portée par le plasmide pP7FWG2, soit en kanamycine (50 µg/mL) lors de l’utilisation du 

plasmide pEAQ-HT-DEST1 (Fig. III.6). Une UFC a été cultivée (48 h, 28 °C sous agitation) dans 

10 mL de LB supplémenté en antibiotiques (selon le plasmide utilisé) et en acétosyringone (20 

μM), un composé phénolique permettant d’augmenter l’efficacité d’infection (induction des 

gènes de virulence d’A. tumefaciens). Après centrifugation de la culture (15 min, 3500 g), les 

culots ont été dissouts dans du tampon (MES 10 mM, MgCl2 10 mM, acétosyringone 100 μM) 

de manière à obtenir une DO à 600 nm égale à 1. Pour finir, les bactéries transformées ont été 
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incubées 4 h à température ambiante, puis infiltrées avec une seringue sur la face inférieure 

des feuilles de tabacs. 

(3) Purification de la protéine KnNOS-His 

Les feuilles de tabac surexprimant la KnNOS-His ont été récoltées 7 et 9 jours après 

agroinfiltration puis ont été broyées au mortier et au pilon dans l’azote liquide jusqu’à 

obtention d’une poudre fine. Après extraction des protéines dans un tampon glycérol 10 % 

(v/), KCl 2,7 mM, NaCl 140 mM, NaPi 50 mM pH 7,5, triton 1 % (v/v), BH2 10 µM, FAD 2 µM, 

FMN 2 µM et L-arginine 5 mM, l’extrait protéique a été laissé 10 min sur glace. Après 

centrifugation (20 min, 20 000 g,4 °C), le surnageant a été récupéré et filtré à 0,22 µm.  

La protéine recombinante KnNOS-His a été purifiée par affinité pour les ions Ni2+ par FPLC sur 

colonne His-Trap® à l’aide d’un AKTA Purifier® (Cytiva) dans les mêmes conditions que celle 

produite en E. coli. 

d) Système hétérologue en levure 

(1) Transformation des levures et production de la KnNOS-His 

La souche de Saccharomyces cerevisiae W303-1A, déficiente dans la synthèse de l’uracile, a 

été transformée selon un protocole adapté de Dohmen et al., (1991). Pour ce faire, 2 μg de 

plasmide ainsi que 50 μg d’ADN de sperme de saumon dénaturé ont été mis en contact de 

200 μL de levure encore congelée. Le tout a été décongelé à 37 °C sous agitation douce. Après 

addition d’1 mL de solution B (Bicine-KOH 200 mM (pH 8,35), PEG-1000 40 % (m/v)) le mélange 

a été placé en étuve 1 h sans agitation à 30 °C. Après centrifugation (5 min, 3000 g, 

température ambiante), le surnageant a été jeté et le culot lavé dans 800 μL de solution C 

(Bicine-KOH 10 mM (pH 8,35), NaCl 150 mM). Pour finir, le culot a été repris dans 100 μL de 

solution C et étalé en boîte de Petri sur milieu sélectif Yeast Nitrogen Base (YNB), 2 % glucose 

(m/v ; Glc), Synthetic Drop out sans Uracile (SD-Ura). En effet, le plasmide pDRf1-GW permet 

la complémentation pour la synthèse de l’uracile et ainsi la sélection des levures transformées 

sur YNB + 2 % Glc + SD-Ura. 

(2) Purification de la KnNOS-His 

En première intention, une procédure appelée « extraction rapide » a été suivie. Pour ce faire 

une UFC a été reprise dans 5 mL de YNB + 2 % Glc + SD-Ura. Après une nuit à 30 °C, le milieu 



Tab. III.2. Liste des anticorps primaires dirigés contre les étiquettes des différentes
protéines KnNOS recombinantes et les anticorps secondaires associés

Anticorps Cible Type Dilution Tampon de dilution Fournisseur

Primaire α-His Monoclonal Souris 1:1000 TBST, lait 5 % (m/v) Cell signaling (2366S)

Primaire α-GFP Polyclonal Lapin 1:20 000 TBST, BSA 2 % (m/v) Abcam (ab6556)

Secondaire α-Ig Souris 1:3000 TBST Biorad (170-6516)

Secondaire α-Ig Lapin 1:20 000 TBST Agrisera (AS09 602)
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de culture a été centrifugé (20 000 g, 5 min, 25 °C) et le culot de levure a été lysé dans du bleu 

de charge, soumis à sonication et chauffé à 80 °C. 

Un protocole de « lyse complète » a ensuite été mis au point. Après 4 jours à 30 °C sur boite, 

une UFC a été reprise dans 3 mL de YNB + 2 % Glc + SD-Ura et mise en culture la nuit à 30 °C. 

Les 3 mL de la pré-culture ont été utilisés pour ensemencer une culture de 100 mL de YNB + 2 

% Glc + SD-Ura (30 °C, 200 rpm). Lorsque la DO à 600 nm a atteint la valeur de 1,5, le milieu 

de culture a été centrifugé (4500 g, 10 min, 25 °C), puis le culot a été repris dans 10 mL de 

tampon de lyse (NaH2PO4/Na2HPO4 (NaPi) 50 mM pH 7,5 ; NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM ; Glycérol 

10 % (v/v), Triton X-100 1 % (v/v), 7,8-Dihydro-L-biopterine (BH2) 10 μM, FAD 2 μM, FMN 2 

μM, L-arginine 5 mM, cocktail d’inhibiteurs de protéases (PIC, Roche)). La lyse a été effectuée 

à l’aide d’ajout de 8 g de billes de verre (diamètre 0,25 à 0,55 mm ; Retsch) à l’extrait de levure, 

vigoureusement mélangés au vortex 4 fois 1 min en alternant avec des périodes de 

refroidissement (1 min, 4 °C). Enfin, les protéines ont été récupérées dans le surnageant après 

centrifugation (15 min, 20 000 g, 4 °C). 

De nouveau, la protéine recombinante KnNOS-His a été purifiée par affinité pour les ions Ni2+ 

par FPLC sur colonne His-Trap® à l’aide d’un AKTA Purifier® (Cytiva) dans les mêmes conditions 

que celles produites en E. coli. 

e) Suivi de la purification 

La vérification de l’efficacité de production de la KnNOS a également été suivie sur gel coloré 

au bleu de Coomassie ou par western blot en utilisant un anticorps dirigé contre l’étiquette 

poly-histidine ou GFP portée par la KnNOS1 recombinante (Tab. III.2). 

A chaque étape de la production puis de la purification de la protéine, un aliquot a été prélevé. 

Concernant les échantillons de culture bactérienne avant lyse, afin de déposer une quantité 

de protéine similaire et visible en SDS-PAGE, le volume à prélever dans la culture avant et 

après induction a été estimé à l’aide de la formule suivante :  

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 à 𝑝𝑟é𝑙𝑒𝑣𝑒𝑟 (𝑚𝐿) =  
0,1

𝐷𝑂600 𝑛𝑚
  

Si ce volume était supérieur à 20 µL, le prélèvement a été centrifugé 5 min à 5000 g et le culot 

repris dans du bleu de charge. Pour les échantillons solubles après la lyse bactérienne et la 

purification, 4 µL de chaque échantillon a été additionné de bleu de charge. Pour les 



Fig. III.7. Schéma de la procédure d’obtention du réseau d’interaction protéines-
protéines des NOS humaines.
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échantillons solubles après la lyse des levures et des feuilles de tabac, 16 µL de chaque 

échantillon a été additionné de bleu de charge. Pour chaque échantillon les protéines ont été 

dénaturées à 100 °C pendant 3 minutes puis séparées par SDS-PAGE. 

2. Identification des partenaires de la KnNOS1 par co-
immunoprécipitation suivie d’analyse en spectrométrie de masse 

Une expérience de co-immunoprécipitation a été réalisée afin d’isoler la KnNOS1 endogène 

et ses partenaires. La co-immunoprécipitation a été réalisée sur des extraits protéiques issus 

de 200 mL de cultures de K. nitens. Après extraction des protéines dans 300 µL tampon adapté 

à la préservation des interactions protéiques (Tris-Cl 50 mM pH 7.4 ; NaCl 100 mM ; glycérol 

10 % (v/v) ; EDTA 1 mM ; DTT 1 mM ; Nonidet P-40 0,5 % (v/v) ; cocktail d’inhibiteurs de 

protéases EDTA free (PIC, Roche) ; Na3VO4 1 mM, Na pyrophosphate 5 mM), la totalité de 

l’extrait protéique a été incubée avec 20 μL de billes magnétiques Protein A Mag Sepharose 

(Cytiva) et 10 μg de l’anticorps dirigé contre la KnNOS1 sous agitation douce sur la nuit à 4 °C. 

Après plusieurs lavages dans le même tampon, les protéines retenues sur les billes ont été 

éluées dans 50 µL de tampon MS (Tris-HCl 40 mM pH 6,8, SDS 5 % (m/v), DTT 25 mM, glycérol 5 % 

(v/v) pendant 5 minutes à 100 °C. Cette expérience a été réalisée sur trois réplicats biologiques 

indépendants, ainsi que sur trois autres où l’anticorps anti-KnNOS n’a pas été ajouté (témoin 

négatif). 

L’alkylation des échantillons, la digestion trypsique ainsi que le séquençage par nano-

chromatographie liquide à haute performance suivie de spectrométrie de masse en tandem (LC-

MS/MS) ont ensuite été effectués sur la plateforme protéomique de l'Institut de Pharmacologie 

et de Biologie Structurale (IPBS) de Toulouse. Pour chaque échantillon, deux injections dans le 

spectromètre de masse ont été réalisées (réplicats techniques). L’identification des protéines a 

été effectuée avec le logiciel MASCOT à l’aide de la banque de données Klebsormidium nitens NIES-

2285 genome project6 regroupant toutes les séquences protéiques identifiées chez K. nitens à ce 

jour.   

                                                      
6 http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp/~algae_genome_project/klebsormidium/  

http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp/~algae_genome_project/klebsormidium/


Fig. III.8. Frise chronologique des différents tests de production de la protéine KnNOS1
recombinante dans trois différents systèmes hétérologues : bactérie, tabac et levure.
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3. Détermination in silico de l’interactome des NOS humaines et 
conservation chez K. nitens 

a) Détermination de l’interactome des NOS humaines  

BioGRID (Biological General Repository for Interaction Datasets) est une base de données 

publique qui archive et diffuse des données sur les interactions protéiques provenant 

d'organismes modèles et de l'homme. Grâce à cette base de données (Version 4.4.200 ; Chatr-

aryamontri et al., 2017) nous avons récupéré les listes des partenaires protéiques des trois 

NOS d’Homo sapiens. Seules les interactions validées expérimentalement entre NOS et leurs 

partenaires ont été conservées pour cette étude.  

A l’aide d’un pipeline élaboré au laboratoire dans le langage de programmation Python 

(version 3.9.7; Bassi, 2007) les données d’interactions ont été converties au format GML 

(Graph modelling language), qui a permis d’obtenir une représentation graphique des trois 

réseaux d’interaction pour chacune des isoformes de HsNOS (Fig. III.7 ; Bègue et al., 2019). 

Les redondances entre certains partenaires des trois NOS ont permis de relier les trois sous-

réseaux afin de former un réseau unique d’interactions protéines-protéines des NOS 

humaines à l’aide du logiciel libre Gephi (version 0.9.2). Nous avons attribué une couleur à 

chaque isoforme de NOS humaine et à ses partenaires : jaune pour la HsNOS1, bleu pour la 

HsNOS2 et rose pour la HsNOS3 (Fig. III.7). Chaque nœud représente une protéine et chaque 

lien entre deux nœuds représente une interaction. La taille des nœuds est proportionnelle au 

nombre de partenaires du nœud. 

b) Identification des orthologues chez K. nitens 

Afin d’identifier d’éventuels partenaires protéiques des NOS chez K. nitens, les orthogroupes 

pour entre  H. sapiens et K. nitens ont été définis via OrthoFinder (version 2.5.4 ; Emms and 

Kelly, 2015). Les protéines partenaires des HsNOS possédant un orthologue chez K. nitens ont 

été représentées sur le réseau (Fig. III.7).  

C. Résultats 

1. Production de la protéine hétérologue KnNOS1 

L’identification des partenaires potentiels de la KnNOS1 a tout d’abord été entreprise par une 

approche par pull-down suivi d’analyses par spectrométrie de masse, nécessitant la 

production et la purification de la protéine recombinante. La production de la protéine 

KnNOS1 a représenté un véritable défi. Les difficultés rencontrées tout au long de mes trois 



Fig. III.9. Production de la KnNOS-His recombinante
depuis le vecteur pET-24b(+). A) Comparaison de
deux conditions d’induction de production de la
KnNOS-His en E. coli BL21. Induction de la production
de la KnNOS-His par ajout de 0,5 mM d’IPTG lorsque
la DO à 600 nm atteint 1,3. Les deux milieux de
culture, LB et TB, sont indiqués, ainsi que les durées
et les températures d’induction. Des échantillons
correspondant aux culots (Non-soluble) et
surnageants (Soluble), après lyse des bactéries et
centrifugation, ont également été déposés pour
apprécier la solubilité de la protéine recombinante.
B) Suivi de la production et de la purification de
KnNOS-His en milieu TB. A chaque étape un
échantillon a été déposé sur gel SDS-PAGE puis
coloré au bleu de Coomassie. C) Immunodétection
de l’étiquette histidine portée par la protéine
recombinante KnNOS-His à différentes étapes de la
purification.
NR : échantillon récolté après passage sur la colonne.
Fractions : fractions d’élution de chromatographie
d’affinité présentant une hausse du niveau
d’absorbance à 280 nm lors de l’élution à l’imidazole.
NI : extrait cellulaire de E. coli BL21 avant induction à
l’IPTG. Induit : extrait cellulaire de E. coli BL21 après
20 h d’induction à 0,5 mM d’IPTG. Les flèches noires
indiquent les bandes apparaissant à la taille
correspondant à la KnNOS-His. MM : marqueur de
masse moléculaire en kDa.
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années de thèses nous ont obligés à multiplier les solutions techniques afin d’essayer de 

produire et de purifier la KnNOS1 (Fig. III.8).  

a) Protéine recombinante KnNOS1 en système bactérien  

(1) KnNOS1 avec une étiquette poly-histidine en C-ter 

Les premiers tests réalisés ont permis d’identifier la souche d’E. coli ainsi que les conditions 

de culture idéales à l’induction de la production de la KnNOS-His. En effet, une meilleure 

induction de KnNOS-His a été observée dans la souche BL21 classique par rapport à la souche 

Rosetta II (résultat non montré). De plus, une induction en phase de saturation de croissance 

(DO à 600 nm entre 1,3 et 1,7) a conduit à une production plus importante de la KnNOS-His 

en comparaison à une induction en phase exponentielle de croissance (résultat non montré ; 

Galloway et al., 2003). L’utilisation d’un milieu de culture riche de type TB peut également 

favoriser la production de protéine recombinante soluble (Collins et al., 2013; Couto et al., 

2017). Après induction, une bande d’environ 120 kDa apparait sur gel SDS-PAGE et pourrait 

correspondre à l’expression de la KnNOS1 (Fig. III.9.A). Cette bande est plus intense lors de 

l’utilisation d’un milieu de culture TB par rapport au milieu LB ce qui indiquerait une 

augmentation du niveau d’induction de la KnNOS1-His lors de l’utilisation du milieu TB (Fig. 

III.9.A). Parallèlement au milieu de culture, la température et la durée d’induction ont 

également été optimisées, la bande la plus nette ayant été obtenue suite à une induction 

déclenchée par 0,5 mM d’IPTG, à 18 °C pendant 20 h (Fig. III.9.A). Cependant, suite à la 

centrifugation permettant d’éliminer les protéines insolubles, seul un faible signal résiduel est 

détecté dans la fraction soluble, la bande à 120 kDa apparaissant suite à l’induction étant 

majoritairement détectée dans la fraction Non-soluble. La fraction soluble a alors été purifiée 

sur une colonne His-Trap® par chromatographie d’affinité, puis le contenu des fractions ayant 

conduit à une augmentation de l’absorbance à 280 nm lors de l’élution a été analysé par SDS-

PAGE et coloration au bleu de Coomassie (Fig. III.9.B). Aucune bande majoritaire 

correspondant à la KnNOS-His n’a été obtenue dans les fractions d’élution, révélant un échec 

de la purification. Toutefois, il se peut que la KnNOS-His soit bien présente dans les fractions 

d’élution mais en quantité insuffisante pour être détectée en bleu de Coomassie, puisque déjà 

en faible quantité dans la fraction soluble. Afin de vérifier que la KnNOS-His est réellement 

absente de nos fractions d’élution, la présence de la protéine recombinante KnNOS-His a été 

analysée à l’aide d’un anticorps dirigé contre l’étiquette poly-histidine (Fig. III.9.C). Une bande 



37 °C – 4 h                34 °C – 3 h               18 °C – 20 h

IPTG (mM) :         1             0,5              1            0,5             1            0,5

Fig. III.10. Production de la KnNOS portant une étiquette GST depuis le vecteur pDEST15
(GST en N-ter) et pDEST24 (GST en C-ter). A) Comparaison de conditions d’induction de la
production de la GST-KnNOS en E. coli souche Rosetta II. B) Suivi de la production et de la
purification de la GST-KnNOS en Rosetta II, induction avec 0,5 μM d’IPTG pendant 4 h à
34 °C. Les fractions non-induites (NI) ont été récupérées avant ajout de l’IPTG, et les
fractions induites 4 h après ajout de l’IPTG. La fraction insoluble correspond à un
prélèvement dans le culot obtenu après lyse cellulaire et centrifugation. La fraction
soluble correspond à 4 μL de surnageant après lyse cellulaire et centrifugation. Les billes
correspondent à 20 μl de billes de glutathion éluées après incubation avec les lysats
bactériens. C) Comparaison de conditions d’induction de la production de la KnNOS-GST
en E. coli souche Rosetta II. Les flèches noires indiquent les bandes apparaissant à la
masse moléculaire correspondant à la KnNOS étiquetée GST. MM : Marqueur de masse
moléculaire.
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immunoréactive correspondant à la masse moléculaire de la KnNOS-His a été détectée dans 

les fractions 5, 7 et 9, confirmant l’hypothèse de la purification de KnNOS-His en faible 

quantité. 

Bien que les quantités de milieux de culture aient été augmentées jusqu’à 4 litres (résultats 

non montrés), nous n’avons jamais réussi à purifier la KnNOS1-His produite en E. coli BL21 en 

quantité suffisante. Afin d’augmenter la proportion de protéine soluble, nous avons décidé de 

produire et purifier la KnNOS portant une étiquette GST. En effet, l’addition d’une GST à la 

séquence protéique peut augmenter la solubilité de la protéine à produire (Harper and 

Speicher, 2008). 

(2) KnNOS1 avec une étiquette GST en N-ter et en C-ter  

Contrairement à ce qui a été obtenu pour la construction KnNOS1-His, l’induction de la 

production de la GST-KnNOS1 a été plus efficiente dans la souche Rosetta II qu’en BL21 

classique (résultats non montrés). La comparaison des températures et durées d’induction, 

ainsi que des concentrations en IPTG, a révélé des conditions optimales d’induction à 37 °C 

dans 500 mL de TB jusqu’à une DO600nm de 1,2 environ et de production de la protéine 

recombinante avec 0,5 μM d’IPTG pendant 3 h à 34 °C. Ces conditions mènent à l’apparition 

sur gel SDS-PAGE d’une bande de 125 kDa, qui correspondrait à la GST-KnNOS1 dans la fraction 

induite (Fig. III.10.A). Après lyse et centrifugation, bien que majoritairement présente dans la 

fraction insoluble, une faible bande est également détectée dans la fraction soluble du lysat 

bactérien (Fig. III.10.B). Une purification par affinité sur billes de glutathion a été effectuée 

sur paillasse et la GST-KnNOS1 a bien été retenue sur les billes par affinité. Après fixation sur 

les billes, la protéine recombinante est encore faiblement visible dans le lysat non retenu 

révélant une déplétion partielle du lysat après fixation sur les billes. Cependant, l’absence de 

signal dans le lavage indique que la GST-KnNOS1 est fixée solidement aux billes. Cependant 

de nombreuses bandes ont été détectées à des masses moléculaires inférieures à celles de la 

GST-KnNOS1 (Fig. III.10.B), indiquant soit une purification sur bille peu spécifique, soit la 

présence de produits de dégradation, ou encore la présence de KnNOS1 partiellement 

synthétisée. De plus, la bande correspondant à la GST-KnNOS1 (150 kDa) migre à une position 

légèrement plus basse que celle attendue. Bien qu’on puisse supposer que cela soit dû aux 

propriétés physico-chimiques de la GST-KnNOS1, nous ne pouvons pas écarter la possibilité 

d’une synthèse incomplète. En effet, l’étiquette d’affinité étant positionnée en N-terminal de 



Fig. III.11. Production de la KnNOS recombinante depuis le vecteur pP7FWG2 et le pEAQ-
HT-DEST1. A) Image de la localisation de la KnNOS-GFP produite dans des feuilles tabac
au microscope à fluorescence. Excitation de la GFP à 488 nm et émission dans un filtre
[500-520] nm. B) Suivi de la production et de la purification de la KnNOS-His exprimée
dans des feuilles de Nicotiana tabacum. Le lysat a été chargé sur la colonne de
purification His-trap®. Une fraction des protéines non retenues (NR) sur la colonne a été
déposée sur gel. La fraction Lavage correspond à un échantillon récolté pendant le lavage
de la colonne. Un échantillon de chacune des fractions d’élution de chromatographie
d’affinité présentant une hausse du niveau d’absorbance à 280 nm lors du gradient
d’imidazole a été déposé.
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la protéine et la KnNOS1 étant de masse molaire importante, les bactéries pourraient 

effectuer des synthèses partielles qui n’empêcheraient en rien la fixation des portions de 

protéines aux billes de glutathion. La solution la plus simple pour éliminer l’hypothèse de 

synthèse partielle a été de produire la KnNOS1 étiquetée GST en position C-terminale. 

Contrairement à la GST-KnNOS1, nous ne sommes pas parvenus à induire la production de la 

KnNOS1-GST (Fig. III.10.C), ni à la purifier quelles que soient nos tentatives pour augmenter la 

solubilité de la KnNOS1-GST (variation du volume de culture, de la DO, de la durée et de la 

température d’induction ; résultats non montrés).  

Les difficultés rencontrées lors de la production de la GST-KnNOS1 et de la KnNOS1-GST 

posent la question de l’utilisation du système hétérologue bactérien pour la production de la 

protéine KnNOS1. En effet il est envisageable que cette protéine, de par sa taille imposante et 

sa probable instabilité, soit mal conformée lors de sa production en bactérie, ce qui diminue 

grandement sa solubilité. Nous ne pouvons pas non plus exclure que des modifications post-

traductionnelles, absentes des cellules procaryotes, puissent être nécessaires à la stabilité de 

la KnNOS1.  

b) Protéine recombinante KnNOS1 en système tabac 

Les difficultés de production de la KnNOS1 en système bactérien, notamment concernant la 

solubilité de la protéine, peuvent être expliquées par le nombre réduit de modifications post-

traductionnelles réalisées chez les procaryotes. En effet, des modifications post-traductionnelles 

peuvent être requises pour le repliement correct et donc pour la solubilité de protéines 

eucaryotes. Nous avons donc choisi de produire la KnNOS1 dans des cellules de tabac, Nicotiana 

tabacum, un système hétérologue eucaryote photosynthétique, évolutivement plus proche de K. 

nitens que les procaryotes, et disponible au laboratoire.  

Dans un premier temps, nous avons choisi de produire la KnNOS1-GFP afin de pouvoir suivre en 

microscopie l’expression et la production de la KnNOS1-GFP. La fluorescence rouge détectée 

correspond à l’auto-fluorescence des chloroplastes (Fig. III.11.A ; Kodama, 2016). Plusieurs zones 

de fluorescence verte ont confirmé la présence de la KnNOS1-GFP dans le cytosol des cellules de 

N. tabacum, validant l’efficacité de notre système de production de la protéine d’algue étiquetée 

GFP dans des feuilles de tabac. Cependant, les western blot dirigés contre l’étiquette GFP réalisés 

sur les extraits protéiques de feuille de tabac surexprimant la KnNOS1-GFP n’ont jamais permis de 

révéler une bande correspondant à la taille de la KnNOS1-GFP (résultat non montré). La sensibilité 



Fig. III.12. Production de la KnNOS recombinante depuis le vecteur pDRf1-GW. A)
vérification de la production de la KnNOS-His par western blot à partir d’une culture de 1
mL depuis une UFC. p_vide : plasmide vide, témoin négatif de transformation. B) Impact
du volume de culture sur la production de la KnNOS-His en levure. C) Suivi de la
production et de la purification de la KnNOS-His produite en levure. Trois mL de cultures
ont été centrifugés et le culot a été repris dans du bleu de charge 2X (extraction rapide :
ER). Une extraction complète a été réalisée sur 100 mL de culture (lysat). Après filtration
à 0,22 μm, le lysat a été chargé sur la colonne de purification His-trap®. Une fraction de
lavage de la colonne avant élution de la protéine a été déposée. Un échantillon de
chacune des fractions d’élution présentant une hausse du niveau d’absorbance à 280 nm
lors du gradient d’imidazole a été prélevé. Les flèches noires indiquent les bandes
apparaissant à la masse moléculaire correspondant à la KnNOS-His.
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de détection des fluorophores en microscopie est effectivement plus élevée que la 

chimioluminescence, mais ces résultats laissent supposer une trop faible production de KnNOS1-

GFP en feuilles de tabac pour espérer purifier la protéine. Nous avons donc décidé d’utiliser un 

système d’expression adapté à une production de protéine en tabac à grande échelle : le système 

pEAQ-HT-DEST1.    

Le plasmide pEAQ-HT-DEST1 utilise le système d’expression CPMV-HT (cowpea mosaic virus 

hypertranslational) du virus de la mosaïque du niébé, qui permet d’augmenter l’efficacité de 

traduction par rapport au système d’expression classique avec un promoteur 35S du virus de la 

mosaïque du chou-fleur. Les plasmides utilisant le CPMV-HT permettent notamment d’obtenir des 

rendements élevés de protéine recombinante lors de la production en tabac (Peyret and 

Lomonossoff, 2013). De plus, le plasmide pEAQ-HT-DEST1 exprime en même temps que la 

séquence d’intérêt, le répresseur p19 du silencing des gènes, permettant d’éviter la répression de 

la transcription de la séquence d’intérêt. La séquence KnNOS1-His a donc été intégrée à ce 

plasmide (Fig. III.5) afin de pouvoir purifier la protéine par affinité sur une colonne de nickel His-

Trap® après production en feuilles de tabac. Cependant, après lyse et purification, aucun signal 

correspondant à la protéine KnNOS1-His n’a été détecté sur gel SDS-PAGE (Fig. III.11.B). 

c) Protéine recombinante en système levure  

Les échecs de production de la KnNOS1 recombinante en E. coli et en N. tabacum nous ont 

amenés à changer de système hétérologue de production. La disponibilité du plasmide 

d’expression en levure pDRf1-GW ainsi que de la souche de S. cerevisiae W303-1A au 

laboratoire a permis de tester la production de protéine recombinante en levure. Dans un 

premier temps, les levures transformées avec le plasmide permettant l’expression de la 

KnNOS1-His ont été sélectionnées sur milieu déplété en uracile. Afin de tester la production 

de la KnNOS1-His, cinq UFC ont été repiquées dans cinq tubes de culture liquide et la 

production de la KnNOS1-His a été vérifiée par western blot via un anticorps dirigé contre 

l’étiquette poly-histidine (Fig. III.12.A). Une bande immunoréactive de 120 de kDa a été 

détectée uniquement dans l’extrait protéique obtenu depuis la colonie n° 5. En raison du faible 

taux d’efficacité de transformation, des stocks en glycérol à - 80 °C ont été réalisés depuis une 

culture liquide issue de la colonie n° 5 afin de pourvoir produire à nouveau la KnNOS1-His sans 

recommencer la transformation des levures ainsi que la sélection des colonies productrices 

de la KnNOS1-His. Dans un second temps, des tests en petit volume nous ont permis de 

perfectionner le protocole d’extraction rapide en optimisant le volume de culture (Fig. 
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Fig. III.13. A) Modèle AlphaFold de la protéine KnNOS1. Le domaine oxygénase est
représenté en bleu foncé, le domaine FMN en orange clair, le domaine FNR en orange.
Les acides aminés en rouge correspondent au peptide immunogène utilisé pour la
synthèse de l’anticorps spécifique de la KnNOS1. B) Immunoprécipitation (IP) de la
KnNOS1 suivie d’un western blot dirigé contre la KnNSO1. NR : fraction non retenues sur
les billes, lysat : extrait protéique total, Billes : témoin négatif d’IP en l’absence
d’anticorps. Les flèches noires indiquent les bandes apparaissant à la masse moléculaire
correspondant à la KnNOS-His. Les triangles rouges indiquent les bandes aspécifiques
immunodétectées par l’AC anti KnNOS1. Les triangles bleus indiquent les chaines lourdes
de l’anticorps.
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III.12.B). Ainsi, une analyse par SDS-PAGE après une extraction rapide a mis en avant la 

présence d’une faible bande correspondant à la masse molaire de la KnNOS1-His (120 kDa) 

pour tous les volumes testés (Fig. III.12.B). Cette bande n’étant pas majoritaire, une 

immunodétection via un anticorps dirigé contre l’étiquette poly-histidine a été réalisée. Un 

signal de masse moléculaire identique à celui détecté sur SDS-PAGE coloré au bleu de 

Coomassie a bien été révélé par l’anticorps anti-His, nous permettant de conclure à la 

présence de la KnNOS1-His dans le lysat cellulaire (Fig. III.12.B). Ces premiers résultats nous 

ont encouragés à augmenter le volume de culture à 100 mL. Après application du protocole 

de lyse complète puis purification par affinité, les fractions d’élution présentant une 

augmentation de l’absorbance à 280 nm ont été analysées par SDS-PAGE (Fig. III.12.C). Une 

nouvelle fois, une bande de masse molaire 120 kDa, correspondant à la KnNOS1-His, a été 

mise en évidence au bleu de Coomassie, bien que minoritaire.  

2. Identification de partenaires de la KnNOS1 par co-
immunoprécipitation 

En parallèle des tentatives de production et de purification de la KnNOS1 recombinante pour 

réaliser les expériences de pull-down, une approche d’identification des partenaires 

protéiques de la KnNOS1 par co-immunopécipitation de la protéine endogène suivie d’analyse 

en spectrométrie de masse a été entreprise. En effet, comme mentionné dans le chapitre II, 

l’anticorps commandé à façon chez Agrisera a été obtenu à partir du d’un peptide situé sur 

une boucle externe de la KnNOS1 afin d’espérer l’utiliser dans des expériences 

d’immunoprécipitation de la protéine endogène en conditions natives (Fig. III.13.A). Nous 

avons tout d’abord immunoprécipité la KnNOS1 avec l’anticorps anti-KnNOS1 en testant deux 

durées d’incubation à deux températures différentes (Fig. III.13.B). Dans les lysats totaux, 

aucun signal immunoréactif n’a été détecté, certainement en raison de la trop faible quantité 

en protéines déposées sur gel, aucun signal n’étant visible sur la coloration de la membrane 

au rouge Ponceau (Fig. III.13.B). Après immunoprécipitation, en plus de signaux 

immunoréactifs à 180 kDa et à 80 kDa, une bande de 120 kDa, correspondant à la masse 

moléculaire de la KnNOS1-His, a été détectée quelles que soient les températures et durées 

d’incubation.  

Nous avons ainsi réalisé des expériences d’immunoprécipitations de la KnNOS1 endogène, 

suivies d’analyses d’identification par spectrométrie de masse, en trois exemplaires, 



Tab. III.3. Nombre de partenaires protéiques identifiés pour chaque NOS répertoriée
dans la base de données BioGRID

Espèce Isoforme Partenaires

Homo sapiens NOS1 35

NOS2 175

NOS3 50

Mus musculus NOS1 22

NOS2 9

NOS3 1

Rattus norgevicus NOS1 17

Bos taurus NOS3 1

Drosophila melanogaster NOS 5

Sus scrofa NOS3 3
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accompagnées des témoins négatifs en l’absence de l’anticorps. Malheureusement, les 

analyses de spectrométrie de masse ont révélé l’absence de peptide correspondant à la 

KnNOS1 suite aux immunoprécipitations. De ce fait, l’anticorps anti-KnNOS1, malgré le choix 

du peptide cible localisé en surface de la protéine, n’est pas apte à immunoprécipiter la 

protéine.  

3. Identification de partenaires candidats des KnNOS par une 
approche in silico  

Afin d’établir une liste de partenaires protéiques potentiels des KnNOS, nous nous sommes 

intéressés aux partenaires connus de NOS des métazoaires. Grâce à la base de données 

BioGRID, qui répertorie l’ensemble des interactions protéiques mises en évidence 

expérimentalement, les partenaires protéiques de 10 NOS de six espèces différentes, dont H. 

sapiens, ont été répertoriées (Tab. III.3). Comme les trois isoformes des NOS humaines sont 

celles qui possèdent le plus de partenaires protéiques décrits, nous avons choisi d’établir le 

réseau d’interactions protéines-protéines (IPP) des trois HsNOS in silico (Fig. III.14). Le réseau 

d’IPP obtenu est composé de trois sous-réseaux, le sous-réseau NOS1 (en jaune), le sous-

réseau NOS2 (en bleu) et le sous-réseau NOS3 (en rose). Certains partenaires interagissent 

avec plus d'une NOS humaine et permettent l'interconnexion des trois sous-réseaux. Le sous-

réseau NOS2 présente le plus grand nombre de partenaires avec 175 nœuds, comparé aux 

sous-réseaux NOS1 et NOS3 avec 16 et 46 nœuds respectivement. Chacune des trois NOS 

humaines interagit avec elle-même, ce qui était attendu puisque les NOS sont actives sous 

forme dimérique. En effet, des expériences de double hybride ont déjà montré que les 

monomères des NOS humaine interagissent avec eux-mêmes (Venema et al., 1997). 

Afin d’identifier des protéines partenaires potentielles des NOS de K. nitens, nous avons 

recherché les orthologues de chaque partenaire des NOS humaines. Parmi les protéines 

partenaires des NOS1, NOS2 et NOS3 humaines, 6,25 %, 58,3 % et 45,8 % sont respectivement 

conservées dans le protéome de K. nitens. Ces protéines conservées sont représentées en tons 

foncés dans le réseau IPP alors que celles qui n’ont pas d’orthologue sont en teinte pastel (Fig. 

III.14). Parmi les protéines conservées chez K. nitens, l’interaction de huit d’entre elles avec 

les HsNOS conduisent notamment à un contrôle de l’activité de la NOS, la dégradation de la 

NOS par le protéasome ou encore au changement de la localisation cellulaire de la NOS 

limitant ainsi son action (Tab. III.4). Ces partenaires représentent donc des candidats d’intérêt 



Fig. III.14. Réseau d'interaction protéine-protéine (PPI) de la NOS1 (NOS neuronale ;
P29475), de la NOS2 (NOS inductible ; P35228) et de la NOS3 (NOS endothéliale ;
P29474) humaines. Les données ont été téléchargées à partir de la base de données
BioGRID et la représentation graphique a été réalisée à l'aide du logiciel Gephi. Chaque
nœud représente une protéine, et la taille des nœuds est proportionnelle au nombre de
connexions avec d'autres nœuds. Les liens entre les nœuds représentent les interactions
physiques entre les protéines. Les nœuds en forme de triangle représentent les trois
NOS, en jaune pour la NOS1, en bleu pour la NOS2 et en rouge pour la NOS3. Les nœuds
en forme de cercle représentés en bleu sont des partenaires de la NOS2, ceux en rose
sont des partenaires de la NOS3 et ceux en jaune sont des partenaires de la NOS1. Les
nœuds représentés en teinte pastel n'ont pas d'orthologues chez K. nitens tandis que
ceux en couleurs sombres sont conservés chez K. nitens.

Sous-réseau
Nombre de 
protéines

Nombre 
d’orthologues

Pourcentage 
d’orthologue

HsNOS1 16 1 6,25 %

HsNOS2 175 102 58,3 %

HsNOS3 46 22 45,8 %
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pour la suite de notre étude sur les NOS de K. nitens. En effet, il sera intéressant de vérifier 

ensuite si ces protéines sont également identifiées expérimentalement par pull-down. Leur 

fonction dans la signalisation cellulaire et moléculaire pourra alors être étudiée afin de vérifier 

si leur rôle régulateur de NOS est conservé chez K. nitens. 

D. Discussion et perspectives 

Un objectif majeur du travail de thèse était l’identification des partenaires protéiques de la 

KnNOS afin d’acquérir de nouvelles connaissances sur son fonctionnement et son rôle dans la 

signalisation par le NO. A cette fin, nous avons choisi une stratégie d’identification des 

partenaires par pull-down qui nécessite la production de protéine recombinante. La 

production de la protéine nous permettait d’envisager également d’étudier l’activité 

enzymatique des KnNOS, leur affinité pour la L-arginine ou pour leurs différents co-facteurs. 

En première intention, les tests de production de la protéine recombinante n’ont concerné 

que la KnNOS1 (qui était lors du début de la thèse la seule protéine de K. nitens identifiée par 

homologie de séquence comme une NOS). 

L’utilisation de système hétérologue bactérien reste le moyen le plus rapide et le moins 

couteux pour produire en quantité des protéines recombinantes (Desai et al., 2010), nous 

avons donc choisi de produire la KnNOS1 en E. coli. De plus, plusieurs études de production 

de NOS de mammifères en système bactérien avaient été publiées au cours des vingt 

dernières années (Gerber and Montellano, 1995; Roman et al., 1995; Fossetta et al., 1996; 

Adak et al., 1999; Konas et al., 2004). Plus récemment la NOS d’Ostreoccocus tauri avait 

également été produite chez la bactérie E. coli (Foresi et al., 2010). Cependant, nous avons 

été tout d’abord confrontés à un problème de solubilité de la protéine KnNOS1-His. En effet, 

la grande majorité de la protéine KnNOS1-His se retrouvait dans la fraction insoluble et ceci, 

quelles que soient les optimisations des conditions expérimentales effectuées, classiquement 

décrites dans la littérature pour augmenter la solubilité des protéines lors de leur production. 

Nos tentatives de purification ont révélé dans les fractions d’élution, en plus d’une bande en 

très faible quantité dont la taille correspondait à la KnNOS1-His, une deuxième bande 

d’environ 70 kDa et également détectée par l’anticorps dirigé contre l’étiquette poly-histidine. 

Cette bande pourrait correspondre à un fragment de la KnNOS1-His. En effet lors de la 

production et purification d’une NOS de rat en E. coli, une équipe a mis en évidence par 

western blot la présence d’un produit hydrolytique de la NOS de rat à une taille correspondant 



Protéine Homo sapiens
Orthologue chez 

Klesormidium nitens

Nom
Accession

UniProtKB
Nom

Accession

UniProtKB

Interaction 

avec
Action sur HsNOS

HSP90 P07900 HSP A0A1Y1HY34 NOS2/NOS3 Augmentation de l’activité

HSP A0A1Y1HT80

HtpG A0A1Y1HL34

β-actin P60709 Actin A0A1Y1IK53 NOS3 Rétrocontrôle négatif

STUB1 Q9UNE7 STUB1 A0A0U9HIG1 NOS1/NOS2 Dégradation protéasomale

Elongin C Q15369 Elongin C A0A1Y1IDM0 NOS2 Dégradation protéasomale

ADRM1 Q16186 Rpn13 A0A1Y1HR80 NOS2 Dégradation protéasomale

UCH37 Q9Y5K5 UCH A0A1Y1HNS5 NOS2 Dégradation protéasomale

Rac2 P15153 Ras A0A1Y1IHY9 NOS2 Distribution cellulaire

NOSIP Q9Y314 RING A0A1Y1HYP3 NOS3 Distribution cellulaire

Tab. III.4. Liste des partenaires des NOS humaines identifiés à partir de la base de
données BioGRID et leurs orthologues dans le génome de Klesormidium nitens.
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à 70 kDa (Gerber and Montellano, 1995). La KnNOS1-His produite en E. coli semblait peu stable 

et la production n’était pas assez importante pour purifier la protéine. C’est pourquoi nous 

avons décidé d’utiliser une étiquette GST au lieu de l’étiquette poly-histidine.   

L’addition d’une protéine GST à la séquence protéique peut augmenter la solubilité de la 

protéine à produire (Harper and Speicher, 2008). La construction GST-KnNOS1 a été purifiée 

par affinité sur des billes His-Trap en quantité a priori satisfaisante. Cependant cette 

purification s’est révélée peu spécifique, de nombreuses bandes étant présentes sur l’analyse 

SDS-PAGE. De plus, la protéine GST-KnNOS1 montre une distance de migration supérieure à 

celle attendue (125 kDa au lieu de 150 kDa), ce qui suggère soit une synthèse incomplète de 

la GST-KnNOS1, soit une hydrolyse de la protéine après sa synthèse générant des produits de 

dégradation. Afin de supprimer la possibilité de la synthèse de produit incomplet, nous avons 

utilisé un vecteur permettant l’addition d’une étiquette GST en position C-ter à la KnNOS1. 

Malheureusement, la protéine recombinante KnNOS1-GST n’a pu être produite en E. coli dans 

aucune des conditions testées. Afin d’éliminer les protéines de synthèse partielle ou les 

produits de dégradation et d’augmenter la pureté nous avons envisagé d’ajouter une 

deuxième étape de purification, telle qu’une chromatographie d’exclusion moléculaire. 

Seulement nous ne sommes pas parvenus à éluer la GST-KnNOS1 des billes de glutathion. Une 

des solutions pour éluer la KnNOS1 aurait été de cliver la protéine au niveau du site de jonction 

entre la KnNOS1 et la GST. Cependant il aurait été nécessaire d’ajouter les codons 

correspondant au site de reconnaissance d’une protéase, telle que la TEV (Glu-Asn-Leu-Tyr-

Phe-Gln-(Glu/Ser), dans les amorces A1 et/ou A2 ayant servi à l’obtention de la séquence 

attB1-KnNOS1-attB2. Ainsi, la TEV protéase nous aurait permis de séparer la protéine 

recombinante de l’étiquette GST et d’éluer la protéine sans étiquette, directement à partir 

des billes de glutathion. En effet dans une étude menée en 2003 par Evans et al., la séquence 

de la TEV a été ajoutée aux amorces ayant servi au clonage de la protéine Cezanne avant 

insertion dans le pDEST15, le plasmide que nous avons utilisé pour l’obtention de la GST-

KnNOS1 (Evans et al., 2003). 

D’autres options de production en système bactérien auraient pu être testées. Par exemple, 

l’induction de la production de protéine recombinante à basse température permet 

d’augmenter la solubilité de la protéine produite. En effet, pour la KnNOS1-His les meilleurs 

résultats ont été obtenus lors d’une induction à 18 °C sur la nuit et la température peut être 



CHAPITRE III  Page 94 sur 174 

diminuée de manière encore plus drastique. Cependant, la production de protéine 

recombinante à très basse température nécessite des souches adaptées, telles que la souche 

d’E. coli ArticExpress ou encore Rosetta-Gami2 qui a permis la production de protéine à 8 °C 

(Song et al., 2012).  

Une des hypothèses pouvant justifier nos difficultés de production de la KnNOS1 en bactérie 

est la conformation prise par la KnNOS1 lors de sa synthèse, qui pourrait diminuer sa stabilité 

et mener à son accumulation dans la fraction insoluble. En effet, pour certaines protéines 

hétérologues, E. coli ne peut pas effectuer correctement le repliement de la protéine. Lors de 

la production en bactérie, plusieurs facteurs peuvent conduire à un mauvais repliement de la 

protéine hétérologue : i) l’absence de modifications post-traductionnelles, ii) la présence dans 

l’insert de séquences agissant comme des signaux de terminaison chez E. coli et conduisant à 

la terminaison prématurée et à la perte de l’expression du gène, iii) l’incapacité des bactéries 

à établir des ponts disulfures présents dans les protéines eucaryotes et nécessaires à la 

structure de la protéine (Porro et al., 2005; Gomes et al., 2016). En ce qui concerne la KnNOS1, 

ProtParam7, un outil d’analyse permettant de calculer des paramètres physico-chimiques 

depuis la structure primaire des protéines disponible sur le serveur ExPASy (Gasteiger et al., 

2005), a calculé un temps de demi-vie de moins de 10 heures de la KnNOS1 en E. coli alors que 

ce temps de demi-vie passe à 20 heures en levures et à 30 heures dans les réticulocytes des 

cellules de mammifères. Nous avons donc choisi à cette étape de concentrer nos efforts sur 

la production en cellule eucaryote afin d’augmenter les chances de produire la KnNOS1 dans 

une conformation favorisant sa stabilité et son activité.  

La KnNOS1 a alors été produite dans des cellules de tabac qui possèdent la machinerie 

nécessaire au bon repliement des protéines hétérologues eucaryotes et sont considérées 

comme un bon modèle pour produire des protéines recombinantes (Tremblay et al., 2010; 

Desai et al., 2010; Massa et al., 2019).  Cette stratégie ne nous a pas permis de purifier la 

KnNOS1, ce qui peut s’expliquer par plusieurs phénomènes. D’un côté, les gènes sous contrôle 

d’un promoteur fort ont tendance à être réprimés par les cellules afin d’éviter l’accumulation 

de protéines, ce qui est justement le cas du plasmide utilisé pour la production de la KnNOS1-

His en tabac. Toutefois, le pEAQ-HT-DEST1 permet l’expression de la protéine P19 qui vient 

                                                      
7 https://web.expasy.org/protparam/  

https://web.expasy.org/protparam/
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inhiber ces phénomènes de répression de la transcription (Sainsbury et al., 2009; Peyret and 

Lomonossoff, 2013). D’un autre côté, l’accumulation de protéines dans le cytosol va conduire 

à la dégradation de cet excès de protéine. C’est pourquoi certains systèmes d’expression en 

cellules de tabac favorisent l’accumulation des protéines produites dans la lumière du 

réticulum endoplasmique. En effet, dans le réticulum endoplasmique, les protéines 

hétérologues sont exclues du renouvellement physiologique normal, le niveau de protéase 

étant très faible, ce qui permet d’augmenter le rendement de la production (Desai et al., 2010; 

Conley et al., 2011).   

La production de la KnNOS1-His en tabac ayant échoué, une production de la KnNOS1 en 

levure a été mise en place, dont les premiers résultats étaient plutôt encourageants, puisque 

la KnNOS1-His était bien présente dans les fractions d’élution après purification. Les quantités 

de KnNOS1-His produites restent néanmoins pour le moment trop faibles pour fixer la 

protéine sur billes et pour envisager la réalisation d’expérience de pull-down. Cependant, les 

résultats d’immunoprécipitation via l’anticorps spécifique anti-KnNOS1 n’ayant pas permis 

d’immunoprécipiter la KnNSO1, poursuivre l’optimisation de la production de la protéine 

recombinante KnNOS1 semble être la meilleure option pour identifier les partenaires des 

KnNOS1. Il serait donc intéressant de produire la KnNOS1-His en levure dans des volumes plus 

importants afin d’obtenir les quantités requises en protéine purifiée pour la suite des 

expériences.    

D’autres systèmes hétérologues de production pourraient également être envisagés comme 

les cellules d’insectes ou encore des réticulocytes de cellules de mammifères. La production 

en cellule d’insecte avec un système d’infection baculovirus permet dans de nombreux cas 

d’obtenir des protéines recombinantes solubles (Gomes et al., 2016). Les systèmes 

d’expression utilisant des cellules de mammifères favorisent également le repliement correct 

des protéines, notamment par leur capacité à réaliser des modifications transcriptionnelles. 

De plus, les protéines peuvent être sécrétées, ce qui facilite leur purification (Gomes et al., 

2016). Cependant, le laboratoire ne possède pas les outils nécessaires à la mise en place de 

ces techniques. Des partenariats pourraient être envisagés en cas d’échec de la production de 

la KnNOS1 en levure.  

En parallèle, des expérimentations menées pour identifier in vitro et in vivo des partenaires 

protéiques des NOS de K. nitens, nous avons développé une stratégie qui nous permettait de 



Fig. III.15. Schéma de la régulation de la production de NO de la NOS3 par ses
interactions protéine-protéine (IPP) dans les plaquettes chez l’homme. Lorsque la forme
globulaire de la -actine est favorisée par rapport à la forme fibrillaire (e.g. dans le cas
d’une lésion), la NOS va former un complexe protéique avec la protéine HSP90, ce qui
conduit à une augmentation de son activité. La fixation de la HSP90 sur la NOS3 va
augmenter l’affinité de ce complexe pour la forme globulaire de la -actine. La liaison de
la -actine va favoriser la dissociation de HSP90 du complexe et mener à sa dégradation,
ce qui va conduire à la diminution de la production du NO et ainsi éviter une
accumulation trop importante de ce dernier. La dissociation du complexe NOS3-HSP90 va
également conduire à une diminution de l’affinité pour la -actine qui va se détacher de
la NOS3. La NOS3 libre pourra alors former un nouveau complexe avec la HSP90 si la
forme globulaire de la -actine et toujours supérieure à la forme fibrillaire.
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lister des protéines partenaires candidates à partir des données d’IPP dans la base BioGrid. 

Pour cela, un réseau d’IPP des HsNOS a été réalisé in silico puis couplé à une analyse 

d’orthologie afin d’identifier de potentiels partenaires des KnNOS. Ces données ont fait l’objet 

d’une publication dans Frontiers in Plant Science (cf. ANNEXES). Depuis, le nombre de 

partenaires identifiés sur BioGRID de la HsNOS1 et HsNOS3 a augmenté (HsNOS1 : 35 

partenaires sur BioGRID, 16 dans le réseau d’IPP ; HsNOS3 : 50 partenaires sur BioGRID, 46 

dans le réseau d’IPP). Cette différence provient du fait que la base de données BioGRID est en 

constante évolution, en particulier sur les données humaines. En effet, une étude récente sur 

l’interactome de deux lignées cellulaires humaines a enrichi les données disponibles sur 

BioGRID, notamment concernant et les interactions entre la HsNOS1, la HsNOS3 et de 

nouveaux partenaires protéiques ont été mise en évidence (Huttlin et al., 2021).  

L’analyse d’orthologie a permis d’identifier des partenaires potentiels des KnNOS possédant 

un rôle régulateur sur les HsNOS. En effet, la HSP90 et la -actine ont été retrouvées parmi les 

partenaires des HsNOS conservés chez K. nitens, or l'activité de la NOS peut être augmentée 

par la formation d'un complexe ternaire avec HSP90 et la β-actine globulaire. Premièrement, 

HSP90 se lie à la HsNOS3 ce qui entraîne une augmentation de l'activité de la NOS ainsi qu'une 

augmentation de l'affinité pour la β-actine. Deuxièmement, la liaison de la β-actine entraîne 

une augmentation de la dégradation de HSP90, et de la dissociation du complexe ternaire, 

limitant ainsi dans le temps l’activation de la HsNOS3. Ce mécanisme augmente la production 

de NO lorsque la forme globulaire de la β-actine est favorisée par rapport à la forme fibrillaire 

tout en maintenant un rétrocontrôle négatif (Fig. III.15 ; Ji et al., 2007). D’autres partenaires 

inhibent l’activité de la NOS en déclenchant sa dégradation par le protéasome. STUB1 par 

exemple, via son activité ubiquitine ligase, déclenche la dégradation de la HsNOS1 en 

ubiquitinylant la NOS au niveau du site de liaison à la calmoduline (Clapp et al., 2012). Un 

mécanisme similaire a été décrit pour l'Elongin C qui interagit et conduit à l’ubiquitinylation 

de la HsNOS2. Ce motif ubiquitine est ensuite reconnu par la sous-unité ADRM1 du 

protéasome 19S, suivi du recrutement de la protéine UCH37, conduisant à la dégradation 

protéasomale de la HsNOS2 (Mazumdar et al., 2010; Nishiya et al., 2011). Parmi les 

partenaires conservés chez K. nitens des régulateurs de NOS via leur relocalisation 

intracellulaire ont également été identifiés. Ainsi, Rac2, dont la localisation est périnucléaire, 

induit l’augmentation de l'activité de la HsNOS2 au cours de la réponse inflammatoire par 
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redistribution spatiale dans la cellule (Kuncewicz et al., 2001). Dans le cas de la NOS3, la liaison 

de NOSIP avec son domaine C-terminal chez l’homme inhibe son activité en la découplant des 

cavéoles de la membrane plasmique (Dedio et al., 2001). Puisque les protéines orthologues 

sont susceptibles de partager une même fonction, nous sommes en mesure d'émettre des 

hypothèses sur le rôle biologique des orthologues de K. nitens (Emms and Kelly, 2015). Ainsi, 

notre approche in silico préliminaire a mis en évidence la présence de nombreux partenaires 

candidats des KnNOS ayant potentiellement un rôle régulateur de l’activité NOS.  
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Mon travail de thèse s’est inscrit dans l’étude de la compréhension et de l’évolution de la 

signalisation NO dans la lignée verte. L’objectif principal de mon travail était de comprendre 

le rôle de la protéine NO synthase chez l’algue Streptophyte K. nitens. L’hypothèse posée au 

départ était que l’identification des partenaires protéiques de cette enzyme apporterait des 

informations sur les voies de signalisation NOS – dépendantes. L’objectif initial n’a pas été 

atteint suite aux problèmes liés à la production de la protéine NOS recombinante, discutés 

plus haut dans ce mémoire. Néanmoins, ce travail de thèse peut être considéré comme 

novateur, d’une part, par l’utilisation d’un modèle biologique peu étudié, d’autre part, par 

l’étude de protéines NOS dont la fonction chez les organismes photosynthétiques reste à 

élucider.  

Premièrement, les connaissances sur les algues, bien qu’en pleine expansion, restent 

fragmentaires. Les algues représentent aujourd’hui des organismes d’intérêt économique, de 

par leur importance dans le développement de biotechnologies notamment en ce qui 

concerne la production de biocarburants et de produits liés à la santé (Wijffels and Barbosa, 

2010; Khan et al., 2018; Barkia et al., 2019). Cependant le transfert vers une production 

industrielle n’est encore que très limité. Nous pouvons émettre l’hypothèse que le peu 

d’applications est dû au manque de connaissances fondamentales (Kamalanathan and Quigg, 

2020), même si les algues vertes sont utilisées comme modèle d’étude en biologie cellulaire 

et physiologie depuis plusieurs dizaines d’années. En effet, les principaux résultats de 

recherche, acquis sur un nombre limité de modèles (e.g. Closterium ehrenbergii, 

Chlamydomonas reinhardtii), ne sont certainement pas généralisables à l’ensemble de ce 

groupe taxonomique qui montre une très grande diversité d’organisation, de fonctionnement 

et d’adaptations physiologiques. Ceci renforce l’intérêt fondamental et appliqué de 

s’intéresser à d’autres modèles qui, comme K. nitens, phylogénétiquement proche des plantes 

terrestres, présentent des caractéristiques génétiques, physiologiques et écologiques 

particulières. Nos travaux ont permis de générer des connaissances sur la génomique de K. 

nitens (confirmation de la présence de deux NOS et des orthologues de leurs partenaires 

protéiques potentiels) et de fournir des outils de biologie moléculaire nécessaires aux analyses 

d’expression de gènes (identification de gènes de référence et de gènes marqueurs en 

condition de stress abiotiques chez K. nitens). 
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Deuxièmement, la caractérisation des séquences primaires nucléotidiques et protéiques de 

deux KnNOS dans le génome de K. nitens, la prédiction de leur structure 3D, les travaux 

exploratoires menés sur leur expression dans différentes conditions de stress abiotiques, 

l’identification de protéines partenaires candidates ainsi que les outils développés (production 

de protéines recombinantes, anticorps anti-KnNOS) a permis d’enrichir les connaissances 

disponibles sur les protéines de la famille des NOS. Ainsi, nos résultats préliminaires 

pourraient contribuer à une meilleure compréhension du rôle des NOS chez les algues et de 

la signalisation NO. La distribution singulière de la NOS dans la lignée verte en fait un bon 

modèle d’étude pour étudier l'évolution du rôle du NO chez les organismes 

photosynthétiques, où les voies de biosynthèse du NO restent énigmatiques, et plus 

globalement dans le monde vivant. En effet, le NO apparait comme une des premières 

molécules de signalisation et a probablement joué un rôle crucial dans les premiers stades de 

l’évolution de la vie (Feelisch and Martin, 1995).   

Plusieurs perspectives s’ouvrent suite à ces travaux de thèse. Bien que la production et la 

purification de la protéine recombinante KnNOS1 n’aient pas abouti, les nombreux tests 

effectués ont permis de nous orienter vers le système de production hétérologue en levure, 

qui semble le plus adapté à la production et à la purification de la KnNOS1. Après vérification 

de l’ORF proposée pour la KnNOS2, il sera également possible de produire cette protéine dans 

un système hétérologue dans les conditions précédemment déterminées. Le réseau 

d’interaction des NOS humaines, en plus de répertorier toutes les interactions connues, a 

permis d’identifier de futurs candidats d’étude intéressants. Ainsi dès que les partenaires des 

KnNOS auront été identifiés par pull-down suivi d’analyse par spectrométrie de masse, il sera 

intéressant de vérifier si leur rôle régulateur des NOS est conservé chez K. nitens. 

L’obtention des deux protéines recombinantes permettra d’étudier l’activité in vitro des deux 

KnNOS. Afin de caractériser l’activité oxygénase et réductase des KnNOS, plusieurs tests 

seront réalisés.  L’activité oxygénase pourra être contrôlée par un test de Griess afin de suivre 

la production de nitrite (Feng et al., 1999), l’activité réductase pourra être mesurée en suivant 

la disparition du NADPH à 340 nm (Adak et al., 1999). Enfin, la réalisation d’un test 

oxyhémoglobine permettra de quantifier la production de NO de la KnNOS, cette méthode 

ayant entre autres été appliquée à la NOS d’O. tauri (Murphy and Noack, 1994; Foresi et al., 

2010). En cas de difficulté, ces techniques pourront être réalisées avec l’aide de l’équipe du 
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Dr. Jérôme Santolini, notre collaborateur au sein de l’ANR algae-NOS (Weisslocker-Schaetzel 

et al., 2017).  

Il serait également intéressant d’explorer la structure quaternaire des deux NOS. Dès que les 

protéines recombinantes auront été produites, des mesures de dichroïsme circulaire pourront 

être effectuées. Couplées aux modélisations 3D déjà obtenues, ces mesures permettront 

d’étayer l’hypothèse d’une dimérisation des deux KnNOS. Dans ce sens, nous avons pris 

contact avec l’équipe du Dr. Fabrice Neiers du CSGA de Dijon qui possède le matériel et 

l’expertise nécessaire pour ce genre d’analyse (Laffitte et al., 2022). Toujours dans l’objectif 

de travailler sur l’élucidation de la structure quaternaire des deux KnNOS, des expériences de 

filtration sur gel et des migrations en condition native pourront être effectuées, ces deux 

techniques étant maitrisées par l’équipe (Rosnoblet et al., 2017, 2021; Bègue et al., 2019a).    

D’un point de vue physiologique, il est pour le moment difficile d’étudier l’impact des KnNOS 

sur K. nitens, en effet les outils et protocoles nécessaires à la transformation de K. nitens ne 

sont pas encore maitrisés. En attendant, il serait intéressant d’étudier l’impact de l’expression 

des KnNOS chez d’autres organismes chlorophylliens comme cela a été réalisé pour la NOS 

d’Ostreococcus tauri (Foresi et al., 2015). A cette fin, nous avons profité de la construction 

KnNOS1-GFP sous contrôle du promoteur 35S pour transformer des cellules de tabac afin 

d’obtenir une lignée stable surexprimant la KnNOS1 portant une étiquette GFP. Des plants de 

tabac ont également été régénérés depuis la lignée cellulaire transformée. La production de 

NO des cellules transformées pourra être mesurée en réponse à différents stress. Le 

laboratoire possède également les outils nécessaires à la mise en place de stress biotiques 

chez le tabac (Lamotte et al., 2004), ce qui n’était pas envisageable chez K. nitens. Ces outils 

permettront d’investiguer l’impact de la surexpression de la KnNSO1 chez le tabac et donc de 

donner des informations sur sa fonction. En effet, les études d’expression hétérologue de la 

NOS d’O. tauri et de la NOS de Synechococcus PCC 7335, respectivement dans des cellules de 

tabac et d’A. thaliana, ont généré des résultats intéressants sur leur activité (Nejamkin et al., 

2020; Del Castello et al., 2021). Une stratégie identique pourrait être mise en place pour 

étudier la fonction de la KnNOS2.  
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A. Contexte du projet CDC48 

1. Historique de l’équipe sur l’étude de CDC48 

Mon équipe d’accueil est l’une des équipes pionnières dans l’étude de la signalisation NO en 

réponse au stress chez les plantes. En effet, elle a démontré que le NO était l’une des 

molécules de signalisation cellulaire mobilisée rapidement lors des réponses de défenses chez 

les végétaux (Lamotte et al., 2004; Besson-Bard et al., 2008b,a). Afin d’approfondir les 

connaissances sur la signalisation liée au NO en réponse au stress biotique, le laboratoire a 

identifié les protéines S-nitrosées dans les premières étapes de la réponse des cellules de 

tabac confrontées à un facteur de virulence, la cryptogéine. La cryptogéine est une protéine 

globulaire produite par l’oomycète Phytophthora cryptogea, qui déclenche des réponses de 

défense chez le tabac. Les protéines spécifiquement S-nitrosées dans les cellules de tabac en 

réponse à la cryptogéine ont été isolées par la technique du  biotine-switch (Aimé et al., 2018) 

puis identifiées par spectrométrie de masse (Astier et al., 2012). Cette étude a permis 

d’identifier la protéine Cell Division Cycle 48 (CDC48) comme étant spécifiquement S-nitrosée 

sur la cystéine 526 en réponse à la cryptogéine. In vitro, deux autres résidus d’acides aminés 

cibles du NO ont été identifiés : les cystéines 110 et 664, et il a été montré que la S-nitrosation 

possédait un effet inhibiteur sur l’activité enzymatique de CDC48. En effet, la cystéine 526 

étant positionnée dans le motif Walker A, responsable de la liaison et de l’hydrolyse de l’ATP, 

sa S-nitrosation pourrait générer un encombrement stérique responsable de l’empêchement 

de l’interaction et/ou de l’hydrolyse de l’ATP (Astier et al., 2012). Par la suite, il a été montré 

que seule une très faible proportion de CDC48 était effectivement nitrosée in vivo en réponse 

à la cryptogéine (Rosnoblet et al., 2017). De ce fait, la conséquence biologique de cette 

modification post-traductionnelle interroge et oriente davantage sur une fonction de 

signalisation (Rosnoblet et al., 2016).  

CDC48 est une protéine cytosolique et nucléaire hautement conservée chez les eucaryotes. 

De la famille des AAA+ ATPases (ATPases Associated with diverse cellular Activities ; Stolz et 

al., 2011), elle est impliquée dans de nombreuses voies de régulation cellulaires telles que le 

contrôle qualité des protéines et le système ubiquitine protéasome (UPS), le trafic 

intracellulaire et la fusion membranaire, les dégradations associées au RE, Golgi, Ribosomes, 

mitochondries, chloroplastes, la réparation et la réplication de l'ADN, la régulation du cycle 

cellulaire et l'expression des gènes, l'apoptose et l'autophagie (Andersen, 2005; Meyer et al., 
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2012; van den Boom and Meyer, 2018). Dans la plupart de ces processus, CDC48 possède un 

rôle de ségrégase : elle extrait des protéines substrats polyubiquitinés de complexes 

protéiques, de membranes, ou de la chromatine afin de les délivrer au protéasome pour leur 

dégradation. Elle catalyse également le remodelage des protéines mal conformées pour les 

conduire au protéasome sous une forme facilitant leur dégradation (Meyer et al., 2012). A 

travers l'ensemble de ces fonctions, CDC48 est essentielle à la viabilité cellulaire. Lors de la 

réponse de défense chez le tabac, une accumulation de CDC48 est observée. Or la 

surexpression de CDC48 dans des suspensions cellulaires de tabac accélère et amplifie le 

phénomène de mort cellulaire observé lors des réponses de défenses (Rosnoblet et al., 2017). 

CDC48 interagit avec des partenaires, des cofacteurs ou adaptateurs (Buchberger et al., 2015), 

ainsi que des cibles, qui diffèrent en fonction de la voie de signalisation dans laquelle elle est 

impliquée. Identifier les protéines interagissant avec CDC48 chez le tabac en réponse à la 

cryptogéine permettrait ainsi de caractériser le rôle de CDC48 dans la réponse immunitaire 

des plantes. Mon équipe d’accueil a identifié les protéines interagissant avec CDC48 par co-

immunoprécipitation suivie d’analyse en spectrométrie de masse (Rosnoblet et al., 2017). Par 

la suite, une étude bio-informatique a permis d’établir l’interactome in silico de CDC48 chez 

les plantes (Bègue et al., 2019b).  

Parmi les protéines identifiées comme partenaires protéiques de CDC48, certaines sont 

spécifiques aux végétaux, telle que la protéine APX impliquée dans la détoxication des formes 

réactive de l’oxygène et de l’azote  (Bègue et al., 2019a), alors que d’autres sont communes 

aux mammifères, telles que la nucléoline, impliquée dans la synthèse des ARN ribosomiques, 

la protéine du trafic intracellulaire ARF ou encore les protéines de l’UPS (Rosnoblet et al., 

2017). Différentes études ont mis en avant le rôle de l’UPS dans les réponses de défenses chez 

les végétaux, les voies de dégradation des protéines mal conformées et dont la cellule n’a plus 

besoin étant particulièrement mobilisées lors d’attaques par des microorganismes 

pathogènes (Spoel et al., 2009). Par exemple, en réponse à la cryptogéine, les cellules de tabac 

accumulent des sous-unités α et β du protéasome 20S (Petitot et al., 1997; Dahan et al., 2001). 

Le protéasome peut également moduler la mise en place de la mort cellulaire programmée en 

dégradant des cyclines qui régulent la progression du cycle cellulaire (Ohno et al., 2011; 

Marino et al., 2012). CDC48 et le protéasome étant tous deux des acteurs des réponses de 

défenses des plantes, mon équipe d’accueil s’est interrogée sur l’impact de l’interaction de 
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CDC48 sur le protéasome dans le modèle cryptogéine-tabac. L’objectif de ce travail a été 

d’améliorer la compréhension des mécanismes sous-jacents à l’UPS dans l’immunité.  

2. Contribution à l’étude de l’interaction entre CDC48 et le 
protéasome 

Lors de mon stage de master 2, j’ai travaillé sur l’étude du rôle de la protéine CDC48 dans 

l’UPS lors de la réponse de défense des plantes. Pendant ma thèse, j’ai pu participer à la 

finalisation de ce travail qui a abouti à une publication dans la revue Plant Cell Environnement. 

Dans cette publication, j’ai contribué aux expériences de confirmation de l’interaction de 

CDC48 avec le protéasome, in vitro par des expériences de pull-down et in planta par des 

expériences de FRET-FLIM. J’ai également participé aux analyses de filtration sur gel afin de 

confirmer que la sous-unité du protéasome Rpn3 portant une étiquette GFP ou YFP faisait 

bien partie d’un complexe protéique de la masse moléculaire du protéasome. J’ai également 

réalisé le suivi de la mort cellulaire des lignées surexprimant CDC48 en microscopie à l’aide 

d’un marquage à l’iodure de propidium révélant spécifiquement les cellules ayant perdu leur 

intégrité membranaire. La perte de cette intégrité représente une des caractéristiques de la 

mort cellulaire. Enfin, j’ai réalisé les analyses de RT-qPCR afin de suivre l’accumulation des 

transcrits de plusieurs sous-unités du protéasome dans les lignées sauvages et surexprimant 

CDC48 en réponse à la cryptogéine.  

B. La protéine chaperonne CDC48 régule le système ubiquitine 
protéasome chez les plantes 

Article scientifique n°3 : article de résultats paru en avril 2021 dans la revue Plant Cell 

Environnement 
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C. Conclusion  

Les résultats de cette étude ont mis en évidence l’impact de la surexpression de CDC48 sur le 

profil d’ubiquitination des protéines. Une activité régulatrice de CDC48 sur les différents 

acteurs de l’UPS a été mise en évidence plus particulièrement sur l’homéostasie de 

l’ubiquitine et des sous-unités protéasomales. De plus la surexpression de CDC48 a déclenché 

une mort cellulaire programmée dans les cellules de tabac et dans les feuilles de tabac 

surexprimant transitoirement CDC48 et/ou la sous-unité protéasomale Rpn3, révélant de ce 

fait des voies de signalisation communes. Ces résultats viennent étayer l’hypothèse que 

CDC48 en perturbant l’UPS contribue à la mort cellulaire chez les plantes. 

Bien que cette étude soit assez éloignée de mon sujet de thèse, il est intéressant de constater 

comment l’identification de protéine modifiée par le NO a permis d’enrichir les connaissances 

sur les défenses des plantes et notamment sur la mise en place de la mort cellulaire. 
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3. Activité complémentaire d’enseignement 

Année 2020-2021 – Contrat doctoral : 64 h, CNU section Biochimie Biologie Moléculaire 

(64), UFR Sciences Vie Terre et Environnement. 

Licence 1ère année : 

- 24 heures TD (8 h de TD pour trois groupes de 25 étudiants) : Structure des protéines et 

enzymologie. Structure primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire des protéines, 

techniques d’analyse, cinétique enzymatique Michaelienne, inhibiteurs compétitifs et non-

compétitifs. 

Licence 2ème année : 

- 20 heures de TD (10 h de TD pour 4 groupes de 30 étudiants) : Biochimie métabolique. 

Glycolyse, néoglucogenèse, voie des pentoses, biosynthèse et beta-oxydation des acides gras, 

cycles de Krebs et phosphorylation oxydative. 

- 16 heures de TP (4 h de TP pour 4 groupes de 15 étudiants) : Biochimie métabolique « Etude 

de l’activité enzymatique de la lactate déshydrogènase ». 

- 4 heures de TP (1 groupe de 15 étudiants) : Techniques en Biochimie et Biologie Moléculaire 

« Acides nucléiques ». Digestion plasmidique et migration sur gel d’agarose. 

Année 2021-2022 – Vacation : 28 h, CNU section Biochimie Biologie Moléculaire (64), UFR 

Sciences Vie Terre et Environnement. 

Licence 1ère année : 

- 16 heures TD (8 h de TD pour deux groupes de 25 étudiants) : Structure des protéines et 

enzymologie. Structure primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire des protéines, 

techniques d’analyse, cinétique enzymatique Michaelienne, inhibiteurs compétitifs et non-

compétitifs. 

- 16 heures de TP (3 h de TP pour 4 groupes de 25 étudiants) : Structure des protéines et 

enzymologie « Etude de l’activité enzymatique de la phosphatase alcaline ». 
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B. Résultat séquençage produit de PCR de la 3’RACE de la 
KnNOS2 

 

catgggggcccaggtGCTcCCCTggtTTCCCCTTCAGGACGAGAACGGAAGACCGCGCCGGAAGGAGCTG

GAAGTGCACGTGGAGACGGTCATGTCAACCACCGGGCAGGTGGTCCGCCAGATGCAGGACCCGGA

CTCGCTGGCGCCGATGCTGACGGAGCTGACAGCGCTCCACGTCAAGTACGGCGTGGAACTGATTCAT

TACGACATTTTGTGCTCCACGTTCCTGCTGACGTTCGAGCAGCTGCTGGGGCCCCGGTGGAACAGCG

ACTACCGCGACGTGTGGATCTCCATCTTTTCGTTCATCACGACCTTCGCGAGGAAAGCCTACGAATAA

CGCGCGGGAGCGGGGACGTTATTGGTTATTTGTACAAGAGTTGCAAGAGCGGGGATGCGGATGGA

CTTCCGTATAAGCTCACCAGCCGCGAGGGTCGTTGGTTGGGAGTGCATGTATCACGCAAAAAGCAG

AGCATGAGCAGACGATGCGATCAAGAGCTCATGCGTGCCCGTTTATTTGGTCGGTCGCGGGTCCTTT

AAAACGGTGCGGTTGATCTTCGTGTTGGGGTTGCGTAGTACGTCTACAGTAGTATGATTATACGGGT

GGTGATTGCAATCATTTGGTCCCAATGGCACTTACGGTTGCTGCACTCTCACGCATAGATTATTAGGT

TGAATGTTACGTAGGTGCTAACGCGGTGGTTAAGTTTTGCTGGAATGCTCTACAGGGAACCGTCTGT

GTCACGCGAAGACGGTTTCAAAAGTTTGATAAGGGTCAGGAGGGAATACTGGCAAAAAACCAGCTT

AGATATAAGCAGCGGGCCGGTGTGATTGCAAGATGTTAGTTTCGACGGGTTGGCACAGCGTCAAAT

ATCTGCATGGATAGCGTCGGCTGGATTACACTTGGACCGGACTCAAAAAGCATCCTGCGGTTGTGTC

AGATTTAAGGAACCAATTATCGTTTTgcAAAAAAAaagAtaacat 
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C. Milieu de culture pour les algues 

1. Milieu de culture C 

Macroéléments Masse pour 1 L Concentration finale 

Tris base 500 mg 4,13 mM 

KNO3 100 mg 0,989 mM 

Ca(NO3)2, 4H2O 150 mg 0,635 mM 

Na2 β-glycérophosphate, 5H2O 50 mg 0,163 mM 

MgSO4, 7H2O 40 mg 0,162 mM 

 

Microéléments Masse pour 1 L Concentration 

Na2-EDTA 1 g 8,06 µM 

FeCl3, 6H2O 194 mg 2,15 µM 

MnCl2, 4H2O 50 mg 0,546 µM 

ZnCl2 10,44 mg 0,230 µM 

Na2MoO4, 2H2O 12,62 mg 0,156 µM 

CoCl2, 6H2O 4,04 mg 0,0509 µM 

 

Vitamines Masse pour 1 L Concentration 

Thiamines, HCl 10 mg 0,0297 µM 

Biotine 0,1 mg 0,409 nM 

Cyanocobalamine 0,1 mg 0,0738 nM 
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2. Milieu BCDAT + Glucose 0,1 % (m/v) 

Macroéléments Masse pour 1 L Concentration 

Glucose 1 g 0,1 % (m/v) 

Diammonium (+-tartrate) 18,6 mg 5 mM 

MgSO4, 7H2O 247 mg 1 mM 

KNO3 1 g 10 mM 

KH2PO4 310 mg 1,8 mM 

CaCl2, 2H2O 147 mg 1 mM 

 

Microéléments Masse pour 1 L Concentration 

H3BO3 0,62 mg 0,10 µM 

MnCl2, 4H2O 0,4 mg 2 µM 

CuSO4, 5H2O 0,055 mg 0,22 µM 

ZnSO4, 7H2O 0,055 mg 0,19 µM 

Na2MoO4, 2H2O 0,024 mg 0,10 µM 

CoCl2, 6H2O 0,030 mg 0,23 µM 

KI 0,034 mg 0,17 µM 

 

Fe-EDTA Masse pour 1 L Concentration 

FeSO4, 7H2O 13,9 mg 0,0297 µM 

Na2-EDTA 18,6 mg 0,409 nM 

 

Vitamines Masse pour 1 L Concentration 

Thiamines, HCl 10 mg 0,0297 µM 

Biotine 0,1 mg 0,409 nM 

Cyanocobalamine 0,1 mg 0,0738 nM 

 

 



ANNEXES  Page 132 sur 174 

D. Cartes des plasmides  

1. Plasmide donneur 
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2. Plasmides destinations  

a) Système d’expression bactérien 
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b) Système d’expression en levure 
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c) Système d’expression en plante 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E. Article scientifique n°4 
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ABSTRACT 

Nitric oxide (NO) is an important cellular signaling molecule regulating various physiological 

processes, in both animals and plants. In animals, NO synthesis is mainly catalyzed by NO synthase 

(NOS) enzymes.  In plants, NOS-like activities sensitive to mammalian NOS inhibitors have been 

measured, although no sequences encoding mammalian NOS have been found in land plants. 

Interestingly, we identified NOS-like sequences in about twenty algae species. These latter include the 

filamentous Charophyta green algae Klebsormidium nitens, a biological model to study the early 

transition step from aquatic algae to land plants. Currently, two NOS were identified in K. nitens 

genome: i) KnNOS1 which possesses classical mammalian NOS architecture consisting of oxygenase 

and reductase domains, ii) KnNOS2 displaying a large C-ter extension containing a globin domain. 

The presence of NOS of great molecular diversity in several algal species while absent from 

terrestrial plants raises questions about the evolution of this enzyme family in photosynthetic 

organisms. 

We initiated the functional characterization of KnNOS by analyzing their primary sequences. 

From the protein primary sequences, predictive models of the 3D structure of KnNOS were made via 

AlphaFold and comparison with existing models of mammalian NOS suggested that both KnNOS are 

functional. Study of the phylogenetic position of KnNOS in comparison to other NOS described in 

eukaryotes, indicate that both NOS of K. nitens could result from a recent duplication event. The study 

of their mRNA abundance in response to different abiotic stresses revealed differences suggesting a 

subfonctionnalisation of these two proteins. In order to study protein partners of KnNOS a pull-down 

strategy was chosen, requiring the production of recombinant KnNOS1 and KnNOS2. Although the 

production of KnNOS has not yet been completed, promising results have been obtained in a 

heterologous yeast system. In parallel, we also built the in silico protein–protein interaction network 

of human NOS using the BioGRID database and human NOS interaction data. Interestingly, genes 

encoding orthologs of several of these candidates were found in K. nitens genome. Some of these 

conserved partners are known to be involved in mammalian NOS regulation and represent interesting 

candidates for further study. 

This work has provided new information on the NOS family, notably by characterizing the two 

NOS isoforms of K. nitens and by highlighting putative differences in their function. Molecular tools 

developed in this study open the way for a deeper characterization of these proteins and will facilitate 

future investigations of NO signaling in the green lineage. 

 

Keywords: Algae, Nitric Oxide, NO Synthase, Abiotic stress, Heterologous production, Protein-protein 

interactions 

 

 

 

 



 

RÉSUMÉ 

Le monoxyde d’azote (NO) est une molécule de signalisation cellulaire ubiquitaire. Chez les 

animaux, la synthèse du NO est principalement catalysée par une famille d’enzyme : les NO synthase 

(NOS). Chez les plantes, des activités de type NOS sensibles aux inhibiteurs de NOS de mammifères ont 

été mesurées, bien qu'aucune séquence codant pour des NOS similaires n'y ait été trouvée. De manière 

intéressante, des séquences NOS-like ont été identifiées chez une vingtaine d’espèces d'algues, et 

présentent une intéressante diversité structurale en comparaison aux NOS de mammifères. L'algue 

verte charophyte filamenteuse Klebsormidium nitens, un modèle biologique pour étudier l’adaptation 

au mode de vie terrestre, a été identifiée au laboratoire comme possédant deux NOS : i) la KnNOS1, 

qui présente une architecture canonique domaine oxygénase/domaine réductase ii) la KnNOS2, qui 

possède une structure atypique avec l’adjonction d’un domaine globine dans la partie C-terminale de 

la protéine. 

 La présence de NOS d’une grande diversité moléculaire au sein de plusieurs espèces d’algue 

alors qu’elles sont absentes des plantes terrestres questionne sur l’évolution de cette famille d’enzyme 

chez les organismes photosynthétiques. 

La caractérisation fonctionnelle des KnNOS a été initiée par l’analyse de leurs séquences 

primaires nucléotidique et protéique. Depuis les séquences primaires protéiques, des modèles de 

prédiction de la structure 3D des KnNOS ont été réalisés via AlphaFold et la comparaison avec les 

modèles existants des NOS de mammifères a suggéré que les deux KnNOS soient fonctionnelles. 

L’étude de la position phylogénétique des KnNOS en comparaison aux autres NOS décrites chez les 

eucaryotes indique que les deux NOS de K. nitens pourraient résulter d’un événement de duplication 

récent. L’étude de l’abondance de leurs ARNm en réponse à différents stress abiotiques a mis en 

évidence des différences suggérant une sous-fonctionnalisation de ces deux protéines. Afin d’étudier 

les interactions des KnNOS une stratégie par pull-down a été retenue, nécessitant la production de la 

protéine recombinante KnNOS1 et KnNOS2. Bien que la production hétérologue des KnNOS n’ait pas 

encore abouti, des résultats prometteurs ont été obtenus en système hétérologue en levure. En 

parallèle, nous avons également construit le réseau in silico d'interactions protéine-protéine des NOS 

humaines en utilisant la base de données BioGRID et les données d'interactions des NOS humaines. Il 

est intéressant de noter que des gènes codant pour des orthologues de plusieurs de ces candidats ont 

été trouvés dans le génome de K. nitens. Certains de ces partenaires conservés sont connus pour être 

impliqués dans la régulation des NOS des mammifères et représentent des candidats intéressants pour 

une étude plus approfondie. 

Ce travail de thèse a apporté de nouvelles informations sur la famille des enzymes NOS 

notamment en caractérisant les deux isoformes de NOS de K. nitens et en mettant en avant des 

différences dans leur fonctionnement. Les outils moléculaires développés dans ce travail ouvrent la 

voie vers une caractérisation plus approfondie de ces protéines et va faciliter de futures recherches 

sur la signalisation NO dans la lignée verte.  

 

Mots clés : Algue, Monoxyde d’azote, NO Synthase, Stress abiotique, Production hétérologue, 

Interactions protéine-protéine 
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