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Préambule

L'adaptation d'un organisme vivant à un environnement peut passer par la génération de

protéines assurant de nouvelles fonctions qui seront sélectionnées si elles s'avèrent utiles à la

colonisation de cet environnement. Plusieurs mécanismes de génération de nouvelles

fonctions existent. L'un d'eux consiste à accumuler des mutations ponctuelles dans un gène.

Toutefois, nécessitant de nombreux événements mutationnels, celui-ci est un mécanisme

d'évolution lente. Un autre mécanisme tire parti de l'architecture multi-domaine des protéines

dans laquelle chaque domaine assure une fonction élémentaire. Ce mécanisme consiste à créer

de nouvelles protéines par réassortiment des domaines protéiques. Dans ce cas, un événement

mutationnel unique peut entraîner la génération d'une nouvelle fonction, c'est un mécanisme

d'évolution rapide.

Ce dernier mécanisme de génération de nouvelles fonctions est bien connu chez les

organismes dont les gènes sont morcelés, c'est-à-dire constitués d'introns et d'exons. D'autres

exemples montrent que ce mécanisme pourrait également contribuer à la génération de

nouvelles fonctions chez les organismes dont les gènes ne sont pas morcelés, tels que les

bactéries. Toutefois, chez ces derniers, les facteurs génétiques qui en sont responsables sont

mal connus.

Le travail de thèse présenté ici concerne principalement l'étude du gène cse de la bactérie

Streptococcus thermophilus. Les résultats obtenus montrent notamment que (i) cse est

impliqué dans la ségrégation cellulaire, (ii) qu'il présente une région centrale riche en

répétitions et de séquence variable, et suggèrent (iii) qu'il a été formé par réassortiment de

fragments de gène (ou module). Pour cette raison, l'introduction de ce manuscrit s'articulera

en 3 parties, dans lesquelles la synthèse des connaissances sur ces 3 thèmes sera présentée.

Plus précisément, le premier thème concerne la ségrégation cellulaire chez les bactéries se

développant sous la forme de chaînes de coques. Compte tenu de l'importance de la paroi

cellulaire dans la formation de chaînes, la structure et la biosynthèse de la paroi des bactéries

à gram positif seront brièvement présentées. Ensuite les facteurs génétiques connus pour être

impliqués dans la ségrégation cellulaire et les éléments en faveur de l'hypothèse d'un

avantage adaptatif conféré par la croissance en chaînes seront présentés en détails.

Le second thème porte sur l'évolution rapide des régions riches en répétitions. Les

mécanismes à l'origine de l'instabilité génétique des régions riches en motifs répétés seront

présentés. L'avantage adaptatif conféré par les caractères réitératifs et variables des régions

riches en répétitions sera détaillé.

Le troisième thème concerne la génération de nouvelles fonctions par réassortiments de

domaines. Après une présentation brève de certains aspects architecturaux des protéines,

suivront les données expérimentales démontrant que le réassortiment de domaines est un

mécanisme de génération de nouvelles fonctions chez les bactéries. Enfm, la question de

l'ampleur de ce mécanisme d'évolution, tant du point de vue quantitatif que qualitatif, sera

posée.
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INTRODUCTION

1.1 La paroi cellulaire des bactéries à gram positif

1.1.1 Structure de la paroi

1.1.1.1 Introduction

L'enveloppe cellulaire bactérienne est constituée de la membrane plasmique et de la paroi

cellulaire (Figure 1). La paroi cellulaire est constituée de peptidoglycane, d'acides

téichoïques, d'acides lipotéichoïques et de polysaccharides. Certaines bactéries présentent

également une couche de protéines appelée couche S ou une capsule de polysaccharides (pour

revue De1cour, 1999). Lors de la division cellulaire, un système protéique complexe est mis

en oeuvre dans le but de néosynthétiser une nouvelle paroi cellulaire. Dans cette partie seront

brièvement présentés la structure et le métabolisme de la paroi des bactéries à gram positif.

1.1.1.2 Le peptidoglycane

Le peptidoglycane est une macromolécule constituée de chaînes d'oses reliées les unes aux

autres par des ponts peptidiques (Figure 2)(pour revue De1cour, 1999). Les chaînes d'oses

sont des polymères du disaccharide N-acétyl-glucosamine-~(1-4)-N-acétyl-muramique

(G1cNAc-~(1-4)-MurNAc). Dans la majorité des cas, les résidus d'acide N-acétyl-muramique

sont liés, via une liaison amide, à un petit peptide de cinq acides aminés, le pentapeptide. La

séquence de ce peptide varie d'une espèce à l'autre (Figure 3). Les chaînes d'oses sont reliées

entre elles par la formation d'un pontage entre des pentapeptides portés par des chaînes

différentes. La formation de ce pontage implique la réduction du pentapeptide en un peptide

de quatre acides aminés. Le pontage peut être constitué d'une simple liaison amide reliant

deux pentapeptides, comme c'est le cas chez L. monocytogenes. Il peut également être

constitué d'un petit peptide dont la séquence varie d'une espèce à l'autre (Figure 3).

1.1.1.3 Les polymères secondaires

En plus du peptidoglycane, la paroi cellulaire est composée d'autres molécules appelées

polymères secondaires. Les mieux connus sont les acides téichoïques et lipotéichoïques.

Les acides téichoïques sont des polymères anioniques constitués de poly-glycérol

phosphate, poly-ribitol phosphate, ou poly-glucosyl phosphate (Figure 4). Ces polymères

peuvent être ornés de groupements de nature glucidique ou protéique. Ils sont liés de façon

covalente au peptidoglycane via une unité de liaison à constitution variable d'une espèce à

l'autre (pour revue Navarre, 1999).

Les acides lipotéichoïques sont également des polymères constitués de poly-glycérol

phosphate, poly-ribitol phosphate, ou poly-glucosyl phosphate. A la différence des acides

téichoïques, ils sont ancrés de façon covalente à la membrane plasmique (Navarre et

Schneewind, 1999).
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Acide Iipotéichoïque neutre Acide téichoïque
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Figure 1 : Représentation schématique de l'enveloppe cellulaire des bactéries à
Gram positif (d'après Delcour et al., 1999)
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Figure 2 : Représentation schématigue de la structure en réseau du
peptidoglycane (d'après Delcour et al., 1999)
Les lettres M et G désignent respectivement les résidus d'acide N-acetyl-muramique
et N-acetyl-glucosamine. Les pentapeptides et les peptides de pontage sont
respectivement représentés par une barre et un trait fin reliant les barres entre elles.
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S. aureus:
Chaîne d'oses

1[-GIcNAc-MurNAc-l 1

l-~Ia n 1[-GIeNse-Mu~Nse-ll
O-iGlu L-Ala ]

NH2-(Gly]- L-Lys o-h,u
5 o-ÀJa!GIy-Gly-GIy-GIY-Glyt-L-LyS pentapeptide

Pont interpeptidique o-lla
(pentaglycine) o-1a

S. pyogenes:
Chaîne d'oses

1[-GIeNAc-MurNAc-ll

L-~a 1[-GIeNaC-Murse-l 1

o-iGlu l-Ala 1
NH2'[AlaJ-l-lYS O-ltlu

1 0-1a+ l-Ala -l-Alat-l-~YS pentapeptide
Pont interpeptidique o-A1a

(dialanine) 0-1a

L. monocytogenes:
Chaîne d'oses

1[-GIeNAC-Mu~NAc-ll
L-~Ia 1[-GIeNaC-Murse-lnl

o-iGlu L-Ala ]
1 1

NH2-m-9pm o-iGlu
0-A1a-----m-9pm pentapeptide

Pontage o-Ala
direct 1

o-Ala

Figure 3 : Diagramme représentant la structure du peptidoglycane de
S. aureus. S. pyogenes et L. monocytogenes (d'après Navarre et
Schneewind. 1999)
D-iGlu et m-Dpm signifient respectivement D-isoglutamate et acide méso

diaminopimélique.
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S. aureus

Jfit~~l+~}}~Qo1~
Xn ~~~

Acide téichoïque Unité de liaison Peptidoglycane

L. monocytogenes

~:IO\~~~lC01\~ ~HÔ~ =~.~O'c~fI-O ~ HO 0\ OCH> 9/~- OH

fl-O >10~ "P H 0 NAç

H OCH> 0CH1 OH HlCO A NAç

X n Peptide

Acide téichoïque Unité de liaison Peptidoglycane

Figure 4 : Diagramme représentant la structure des acides téichoïques
de S.aureus et L. monocytogenes (d'après Navarre et Schneewind, 1999)

Figure 5 : Surface d'une cellule d'Aneurinibacillus thermophilus (d'après
Kadurugamuwa et al., 1998)
La surface de la cellule a été obtenue par cryofracture, puis photographiée en
microscopie électronique à balayage. Cette surface est constituée de
glycoprotéines assemblées en une structure cristalline. Un flagelle, désigné par
une flèche noire, est également observable.
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Le rôle des acides téichoïques et lipotéichoïques est mal connu. Toutefois, il a été montré

que certaines hydrolases de la paroi, telles que LytA de Streptococcus pneumoniae, sont liées

à la paroi par interaction avec la choline des acides téichoïques (Holtje et Tomasz, 1975),

suggérant un rôle dans l'attachement des protéines à la paroi. Concernant les acides

lipotéichoïques, ils sont supposés être impliqués dans la localisation de protéines à domaine

LysM en des régions particulières de la paroi cellulaire (Steen et al., 2003). En effet, le

domaine LysM serait un domaine d'attachement au peptidoglycane qui ne pourrait assurer son

rôle d'ancre uniquement dans les régions de la paroi dépourvues d'acides lipotéichoïques.

Ainsi, chez S. thermophilus, les protéines à domaines LysM seraient restreintes à une

localisation septale, du fait de la présence d'acides lipotéichoïques dans le restant de la paroi

cellulaire (Steen et al., 2003).

La composition en polymères secondaires est très variable d'une espèce à l'autre. En effet,

B. subtilis et Bacillus licheniformis présentent, en plus des acides téichoïques, des acides

téichuroniques, équivalents à des acides téichoïques dans lesquels le phosphate est remplacé

par l'acide uronique (Beveridge, 2000).

L'enveloppe cellulaire peut également contenir des polysaccharides, appelés

polysaccharides neutres par opposition aux acides téichoïques et lipotéichoïques qui sont

polyanioniques. Les polysaccharides peuvent être classés en deux catégories : les EPS pour

exopolysaccharides et les CPS pour polysaccharides capsulaires. Les CPS sont attachés de

façon covalente au peptidoglycane, contrairement aux EPS (Broadbent et al., 2003).

1.1.1.4 La couche S

La couche S n'est présente que chez certains genres bactériens tels que Bacillus,

Clostridium, Lactobacillus ou encore Sporosarcina (Beveridge, 2000). Elle est localisée à la

surface du peptidoglycane, et est constituée de protéines ou glycoprotéines assemblées en une

structure cristalline (Figure 5)(Kadurugamuwa et al., 1998). Le rôle de la couche S n'est pas

bien connu. Cependant il a été montré qu'elle est un facteur de virulence de B. anthracis

(Mesnage et al., 1997).

1.1.2 Métabolisme du peptidoglycane

1.1.2.1 Biosynthèse du peptidoglycane

Chez S. aureus, comme chez les autres bactéries probablement, la biosynthèse du

peptidoglycane est un processus complexe se déroulant dans les trois compartiments

cellulaires: le cytoplasme, la membrane plasmique et la paroi cellulaire (pour revue Navarre

et Scheewind, 1999)(Figure 6). Les précurseurs, constitués d'un disaccharide relié au

pentapeptide, lui-même lié au peptide de pontage, sont synthétisés dans le cytoplasme puis

transportés au travers de la membrane plasmique grâce aux molécules d'undecaprenyl

pyrophosphate (C55-PP) auquel ils sont liés covalemment. Les étapes d'assemblage du

peptidoglycane sont catalysées par les PBP (pour Penicillin Binding Proteins). Les PBP

présentent trois types d'activité enzymatique: les activités transglycosylase, transpeptidase et

carboxypeptidase.

Les PBP de classe A sont des enzymes bi-fonctionnelles permettant d'une part la

polymérisation des chaînes glycaniques grâce à leur activité transglycosylase, et d'autre part
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UDP G~cNAc enolpyruvate

•

CS5-PP C55-PP
.. 1Mur~AC-GlcNAcl Ir-M-u-+rh-A-c-.G-IC-N-A-ci

(Itpld /1) L-Ala L-Ala
1 1

D-iGlu D-iGlu
1 1

NH2-L-~ys NH2-GlyS-L-7YS

--------(---:;O...-!~~ D-{'la 7 ~ D-fola
D-Ala (D-Ala

tRNA-Gly

PEP

UMP~UT~UDPfG'CNAcl

1GleNAc1

CS5-PP

\MU%AC]
L- la (1lpld 1),

D-iGlu
1

NH2-L-Lys
1

D-{'Ia
D-Ala

UDP{MurNAcIL-Ala-D-iGlu-L.Lys-D-Ala-D-Ala

C55

f~N-GNj.
L-J}la {MIN-GNl
D-iGlu L-A1a

1 1
NH2-Gly5-L-L:ys D-iGlu

1. 1
carboxy- D-Ala-Gly5-L-Lys
pePlidase~ D-Ala

fMtGN~ -----
L- 1 la fMÂN-GN~ D-A

I
la

Irans· DAiaD-IOlv L- la D-A
I

la -1
) g~cos~ase

NH2-GlyS-L-7-YS D-i?IU Irans- NH2-GIYS-L-~Ys ......1---.;:...:...---'--- D-f'la
D-Ala-GlyS-L-Lys peptidase D-I,Glu NH2"GIY5-L-L~s

D Al la L-Ala D-iGlu
-1 1 l , fil

D-Ala MN-GN-MN-GN-MN-G"! -:-:-L-:-A~~la:--::::-::"77""""
1Mur~AC-GlcNAcl

CSt-PP ......It---- CSS-pp ;;

Cytoplasme

Paroi cellulaire

L-Lys

-1 (Park's UDPfMurNAcl
Nucleotide) r

L-Ala
~D-Ala'D-A1a

2 D-Ala UOpIMurNAcIL-Ala-O-iGIU-L-lys uDPfMurNAq.L-Ala

J" ~ UOPjM",NA'lL-Ala-O-IGI"~
D-iGlu

Figure 6 : Diagramme représentant les différentes étapes de biosynthèse du
peptidogloycane (d'après Navarre et Schneewind, 1999)
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OH OH OH OH
1 1 1 1

CH2 ~ CH2 . ~ CH2 * CH2

'o~o,royoOv,
NH "lHH NH / NH
1 1 1 lc=o a c=o c=o a ca
CH3 H-t-CH3 CH3 CH3 H-t-CH3 CH3

1 1
C=O VO
I~ I....::::::J

l·AJa l.Alal, 1
D·Glu D.Glu

1 (crns~) 1

.1.L.~i.A - bridge - D.~la .....l.cfi.A

(D.Ala) l·di·A (D.AJa)
l>t> 1 1 r>r> 1

(D.Afa) D·Glu (D.AJa)
1

l·AJa
t=-I

C=O
1

/0 ~H1-\I-H_~ ~H t/
~O Î a Î 0

CH2 CH2 CH2
1 1 1

OH OH OH

Figure 7 : Liaisons hydrolysées par les hydrolases du peptidoglycane
(d'après Delcour et al.! 1999)
--. : N-acetylglucosaminidase
-1> : N-acetylmuramidase
~ : N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
~ : endopeptidase
l>I> : D, D-carboxypeptidase
~ : L,D-carboxypeptidase
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la fonnation du pontage entre les pentapeptides grâce à leur activité transpeptidase

(Figure 6). Les pentapeptides non pris en charge par les transpeptidases peuvent perdre leur

résidu D-Ala terminal sous l'action d'une carboxypeptidase, activité caractérisant les PBP de

faible poids moléculaire (LMW PBP pour low molecular weight PBP). Des mutants

dépourvus de la protéine PBP5 et d'au moins deux autres LMW PBP sont affectés dans la

morphologie cellulaire (pour revue Popham et Young, 2003). Il est supposé que cet effet sur

la morphologie cellulaire résulterait d'un équilibre entre transpeptidation et

carboxypeptidation. L'état de cet équilibre aurait une influence sur la structuration

tridimensionnelle du peptidoglycane (Popham et Young, 2003).

1.1.2.2 Les hydrolases du peptidoglycane

Les hydrolases du peptidoglycane interviennent à différentes étapes du métabolisme du

peptodiglycane. Elles sont essentielles à l'insertion de molécules nouvellement synthétisées,

puisqu'il faut hydrolyser des liaisons existantes pour pouvoir les insérer. Elles sont également

responsables du démantèlement des couches externes du peptidoglycane.

Les enzymes capables d'hydrolyser le peptidoglycane peuvent être classées en quatre

catégories selon le type de liaison qu'elles ciblent (Figure 7) :

-les N-acétylglucosaminidases, catalysant l'hydrolyse des liaisons osidiques reliant les

résidus N-acétyl-glucosamine aux résidus d'acides N-acétyl-muramique,

-les N-acétylmuramidases, catalysant l'hydrolyse des liaisons osidiques reliant les résidus

d'acides N-acétyl-muramique aux résidus N-acétyl-glucosamine,

-les N-acétylmuramoyl-L-alanines amidases, catalysant l'hydrolyse des liaisons reliant les

résidus d'acides N-acétyl-muramique aux pentapeptides,

-les peptidases, catégorie regroupant les endopeptidases et les carboxypeptidases.

1.1.2.3 Dynamique de la biosynthèse du peptidoglycane

Le peptidoglycane assure de multiples fonctions dont celle de protéger la cellule de la lyse.

En effet, en l'absence de peptidoglycane les cellules lyseraient sous l'effet de la pression

osmotique consécutive à la différence de concentration saline entre les milieux intracellulaire

et extracellulaire. Or, lors de la division cellulaire une nouvelle paroi doit être synthétisée. Et

cette synthèse nécessite d'hydrolyser, et donc de fragiliser, le peptidoglycane pour pouvoir

insérer de nouveaux fragments. La biosynthèse de la paroi repose sur deux principes

pennettant de pallier à ces contraintes: «synthétiser avant de casser» (<< make before

break ») et «de l'intérieur vers l'extérieur» (<< inside-to-outside ») (Delcour et al., 1999;

Beveridge, 2000).

Le peptidoglycane peut être divisé en trois couches: la couche interne d'assemblage du

nouveau peptidoglycane, la couche intennédiaire faisant barrière à la pression osmotique

interne, et la couche externe, qui est constitué du peptidoglycane le plus ancien et qui est en

cours d'hydrolyse par les hydrolases du peptidoglycane. Du nouveau matériel est

constamment assemblé au niveau de la couche interne pendant que le peptidoglycane le plus

âgé est hydrolysé dans la couche externe. Lorsque les cellules sont en division, la quantité de

matériel ajouté dans la face interne est supérieure à celle retirée sur la couche externe. Ce
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déséquilibre, en combinaison avec la pression osmotique interne, serait à l'origine de

l'expansion du peptidoglycane (Beveridge, 2000).

1.2 Diversité de l'arrangement des cellules chez les cogues
Les coques sont des bactéries à gram positif dont les cellules ont une forme sphérique ou

ovoïde. Ces cellules peuvent être associées entre elles en différents types d'arrangements.

Elles peuvent en effet s'organiser en grappes, en tétrades ou en chaînes (Schleifer, 1986). Les

bactéries se développant sous la forme de chaînes appartiennent notamment aux genres

Streptococcus, Lactococcus, Peptostreptococcus, Ruminococcus et Coprococcus (Schleifer,

1986). Le nombre de cellules par chaîne varie considérablement d'une espèce à l'autre:

certaines espèces se développent majoritairement sous la forme de chaînes de deux cellules,

on parle alors de diplocoques, comme c'est le cas de S. pneumoniae, alors que d'autres,

comme Streptococcus mitior, se caractérisent par des chaînes constituées d'environ 100

cellules (Schleifer, 1986).

1.3 Les facteurs génétigues déterminant le caractère chaînes de cellules
1.3.1 La séparation des cellules résulte de l'hydrolyse de liaisons du

peptidoglycane

L'observation au microscope électronique de chaînes de cellules de streptocoques de

groupe A révèle l'existence d'un pont intercellulaire reliant les cellules entre elles (couverture

de Fischetti et al., 2000). Différents éléments laissent supposer que le lien intercellulaire des

chaînes est constitué de peptidoglycane. AcmA, la muramidase-2-like, LytA et LytB sont des

protéines dont l'activité de ségrégation cellulaire résulte de leur capacité à hydrolyser le

peptidoglycane. En effet, AcmA de L. lactis ainsi que la muramidase-2-like de E. faecalis

auraient une activité N-acétylmuramidase, et les protéines LytA et LytB de S. pneumoniae

auraient respectivement une activité N-acétylmuramyl-L-alanine amidase et

acétylglucosaminidase (Holtje et Tomasz, 1976; Buist et al., 1995; Qin et al., 1998; De Las

Rivas et al., 2002)(Figure 7). De plus, il a été montré que la protéine LytB préalablement

purifiée est capable d'hydrolyser des extraits de paroi de S. pneumoniae (De Las Rivas et al.,

2002). Les protéines AcmA et LytB présentent, en plus de leur domaine catalytique, des

domaines de liaison à la paroi responsables de leur localisation aux pôles cellulaires (De Las

Rivas et al., 2002; Steen et al., 2003). Cette localisation aux pôles permettrait de rapprocher

ces enzymes des liens intercellulaires dont elles doivent catalyser 1'hydrolyse.

1.3.2 La croissance en chaînes résulterait d'une déficience en hydrolase du
peptidoglycane

L'existence de chaînes de coques implique que les hydrolases du peptidoglycane

impliquées dans le raccourcissement des chaînes ne rompent pas tous les liens intercellulaires

formés. Chez S. thermophilus, le nombre de liens non rompus est élevé puisque les chaînes de

la souche CNRZ7 peuvent contenir plus de 100 cellules. Il a été montré que les chaînes de

cette souche peuvent être raccourcies jusqu'à une moyenne de deux cellules par chaîne,

lorsque du lysozyme d'œuf de poule est ajouté dans le milieu de culture à une concentration
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non limitante pour la croissance (Mercier et al., 2000). Le même résultat est obtenu lorsque

le lysozyme est remplacé par AcmA de L. lactis (Mercier et al., 2000). Or les chaînes de

L. lactis MG1363 sont plus courtes (moins de dix cellules par chaîne) que celles de la souche

S. thermophilus CNRZ7. Ainsi, ce résultat suggère que les chaînes de S. thermophilus sont

plus longues que celles de L. lactis car S. thermophilus est davantage déficient en hydrolase

du peptidoglycane.

Il est possible d'obtenir des mutants se développant sous la forme de chaînes chez

Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis et Enterococcus faecalis dont la

souche sauvage se développe sous la forme de cellules isolées (Ishikawa et al., 1998; Qin et

al., 1998; Margot et al., 1999; Ohnishi et al., 1999; Heidrich et al., 2001; Carroll et al., 2003).

Dans chacun des cas, la croissance en chaînes de cellules peut résulter de l'inactivation d'un

gène codant une hydrolase du peptidoglycane. Ces résultats tendent à confirmer que la

croissance en chaînes chez les coques résulterait d'une déficience en hydrolases du

peptidoglycane impliquées dans la ségrégation cellulaire.

1.3.3 Les gènes impliqués dans la formation des chaînes

Deux gènes intervenant dans la formation des chaînes ont été identifiés. L'inactivation du

gène ponA de L. lactis dans un contexte génétique flacmA, mutant présentant de longues

chaînes, entraîne un raccourcissement des chaînes. Le gène ponA code la protéine PBPla,

enzyme bi-fonctionnelle impliquée dans la synthèse du peptidoglycane chez E. coli (pour

revue Goffm, 1998). Plus précisément, elle présente une activité transglycosylase ainsi qu'une

activité transpeptidase (Figure 6). Cela suggère que le lien reliant les cellules entre elles est

constitué d'au moins une des deux liaisons covalentes dont la formation est catalysée par

PBPla.

L'inactivation de gls24 chez E.faecalis confère une diminution de la longueur des châmes

indiquant que gls24 est impliqué dans la formation des chaînes. Ce phénotype est

accompagné d'une diminution de la vitesse de croissance et d'une diminution de la résistance

aux sels biliaires (Giard et al., 2000). De plus, il été montré que l'inactivation de gls24 est

associée à l'augmentation de la quantité de trois enzymes du métabolisme du pyruvate : la L

lactate déshydrogénase, la lipoamide déshydrogénase et la pyruvate décarboxylase (Giard et

al., 2000). Cela suggère qu'il existe un lien entre le métabolisme du pyruvate et la formation

des chaînes de cellules.

1.4 Lien entre la division cellulaire et la croissance en chaînes

Les mutants gls24, acmA et lytB sont affectés dans la longueur de leurs chaînes mais ne

présentent pas de modification de la morphologie des cellules (Buist et al., 1995; De Las

Rivas et al., 2002). En revanche les mutants rodA, pbp2b et mreD de S. thermophilus

(Thibessard et al., 2002b; Thibessard et al., 2004), et pcsB de S. pneumoniae (Ng et al., 2004)

sont affectés dans la morphologie cellulaire, en plus de présenter de longues chaînes.

Les cellules des mutants rodA, pbp2b et mreD de S. thermophilus ont une forme sphérique,

alors que la souche sauvage présente des cellules de forme ovoïde (Figure 8). Les protéines

RodA et PBP2b seraient impliquées dans l'élongation du peptidoglycane (Ishino et al., 1986).

dl _IV. UE UE:S C
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sauvage rodA

Figure 8 : Implication de RodA dans la morphologie cellulaire chez
S. thermophilus (d'après Thibessard et al., 2002)
Les cellules ont été photographiées en microscopie électronique à
balayage.
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Le rôle de ces protéines dans la division cellulaire suggère que la formation de chaînes de

cellules est dépendante du processus de division cellulaire. Cette idée serait renforcée par les

travaux effectués sur la protéine PcsB de S. pneumoniae (Ng et al., 2004). Le gène pesB de

S. pneumoniae, étant essentiel à sa croissance, sa fonction a été étudiée via la construction

d'un mutant conditionnel pour lequel le niveau d'expression du gène est fonction de la

concentration du milieu en fucose. La diminution de l'expression de ce gène entraîne la

croissance de S. pneumoniae sous la forme de chaînes, la souche sauvage étant un diplocoque.

Une diminution drastique de l'expression de ce même gène entraîne, en plus de la croissance

sous la forme de longues chaînes, l'apparition de cellules à morphologie aberrante ainsi que la

perte du parallélisme des plans équatoriaux et septaux. Par ailleurs, il a été montré que la

PcsB est impliquée dans la biosynthèse de la paroi (Ng et al., 2004).

L'ensemble de ces résultats tend à montrer que la formation des chaînes de cellules est

intimement liée au processus de division cellulaire.

1.5 Avantaee adaptatü conféré par la croissance en chaînes

1.5.1 La longueur des chaînes est régulée en fonction de l'environnement

Un des mécanismes d'adaptation des bactéries à des modifications des paramètres de leur

environnement implique trois. étapes : la perception de ces modifications, la transduction du

signal perçu et la réponse pouvant se manifester par la modification de l'expression de gènes.

Certains acteurs assurant certaines de ces étapes sont connus dans le cas où la réponse de la

bactérie inclut une modification de la longueur des chaînes.

1.5.2 Paramètres de l'environnement influençant la longueur des chaînes

Deux facteurs de l'environnement influençant la longueur des chaînes ont été identifiés.

Chez S. sobrinus la longueur des chaînes varie en fonction du pH (Thibodeau et Ford, 1991).

A pH alcalin les chaînes sont courtes tandis qu'à pH acide les chaînes sont longues. Chez

S. gordonii, la longueur des chaînes augmente lorsque les cellules sont en interaction avec des

fibrilles de collagène de type 1 (Heddle et al., 2003).

1.5.3 Acteurs transduisant le signal

Les protéines Stkl et Stpl de S. agalaetiae sont respectivement une serine/threonine kinase

et une phosphatase potentiellement impliquées dans la transduction de signaux (Rajagopal et

al., 2003). L'inactivation des gènes codant ces protéines entraîne une augmentation de la

longueur des chaînes de cellules de cette bactérie. La nature du signal transduit et les gènes

régulés par Stkl et Stpl ne sont pas connus (Rajagopal et al., 2003).

1.5.4 Gènes régulés

Les protéases HtrA et GelE respectivement de L. laetis et E. faeealis ont toutes deux une

influence sur la longueur des chaînes. En effet, l'inactivation des gènes codant ces protéases

entraîne une augmentation de la longueur des chaînes de cellules (Foucaud-Scheunemann et

Poquet, 2003; Waters et al., 2003). L'infuence de HtrA sur la longueur des chaînes résulterait

de l'activité protéolytique qu'elle exercerait sur la protéine AcmA, protéine de ségrégation
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celullaire (Poquet et al., 2000). Concernant GelE, les auteurs font l'hypothèse qu'elle

activerait, par protéolyse, une autolysine responsable de la ségrégation cellulaire (Waters et

al., 2003). Or l'expression du gène codant HtrA augmente en condition de stress et celle du

gène codant GelE est induite par le système de quorum-sensing codé parftr (Qin et al., 2000;

2001). Il est donc vraisemblable qu'en condition de stress ou en fonction de la densité

cellulaire, la longueur des chaînes respectivement de L. lactis ou E. faecalis diminue, et que

cette diminution soit le résultat de l'augmentation de l'expression des gènes codant HtrA et

GelE.

Ainsi, la longueur des chaînes de cellules est un caractère morphologique qui est modulé

suite à des modifications des paramètres de l'environnement. Cela suggère que la croissance

sous la forme de chaînes de cellules peut conférer un avantage adaptatif.

1.5.5 La capacité à adhérer à des surfaces abiotiques est modulée en fonction de la

longueur des chaînes de cellules

La capacité à adhérer à des surfaces abiotiques telles que le verre, le polystyrène ou l'acier,

a été estimée pour la souche sauvage de L. lactis et pour un mutant !1acmA présentant de

longues chaînes de cellules. Le mutant !1acmA présente une capacité réduite à adhérer à ces

surfaces par rapport à la souche sauvage (Mercier et al., 2002). L'adhésion peut être restaurée

de deux façons différentes: lorsque les chaînes de cellules sont préalablement traitées avec du

lysozyme, traitement ayant pour conséquence de réduire la longueur des chaînes, ou alors par

inactivation du gène ponA dans le contexte génétique !1acmA (Mercier et al., 2002). Ainsi, la

capacité à adhérer à des surfaces abiotiques diminue lorsque la longueur des chaînes

augmente.

L'hypothèse défendue par les auteurs pour expliquer ce résultat est une diminution de la

probabilité de contact d'une cellule avec la surface abiotique lorsque le nombre de cellules par

chaîne augmente. Cette probabilité diminuerait du fait d'une réduction du nombre moyen de

degré de liberté d'une cellule lorsque le nombre de cellules par chaîne augmente (Mercier et

al., 2002).

La longueur des chaînes ayant une influence sur la capacité à adhérer à une surface, un

avantage adaptatif de la régulation de la longueur des chaînes de cellules pourrait être de

moduler le pouvoir adhésif en fonction des conditions environnementales.

8



2 Variabilité gênt}tique- de régions iotragêniques riehes en motifs rêpêtê8

2.1 Abondance des répétitions dans les génomes bactériens

La présence de séquences répétées est un caractère ubiquitaire des génomes bactériens.

Certaines répétitions sont très abondantes comme par exemple le motif HRM (pour Highly

Repetitive Motif) de 13 pb qui est représenté environ 1000 fois dans le génome de 2,4 Mpb de

Lactococcus lactis (Mrazek et al., 2002). Toutefois, le contenu en répétitions peut varier

considérablement d'une espèce bactérienne à l'autre (Romero et al., 1999). Romero et al.

(1999) ont recherché dans chacun des génomes bactériens, tous les motifs parfaitement

répétés et d'une taille supérieure à 300 pb.

Les résultats montrent que les Chlamydiales telles que Chlamydia pneumoniae et

Chlamydia trachomatis, la protéobactérie-a Rickettsia prowasekii, et les Spirochetes tels que

Trepomena pallidum et Borrelia burgdorferi présentent peu de répétitions de cette taille dans

leur génome (Figure 9). D'autres génomes au contraire présentent une forte proportion de

motifs répétés tels que la cyanobacterie Synechocystis sp. et la bactérie Firmicutes

Bacillus subtilis. Ces différences ne sont pas corrélées à la taille du génome. En effet,

Mycobacterium pneumoniae et Borrelia burgdorferi ont un génome de taille semblable

(respectivement 0,81 et 0,91 Mb) mais ne présentent pas la même quantité de répétitions

(Figure 9).

En plus de varier quantitativement, les répétitions varient qualitativement. Tandis que le

génome d'E. coli est particulièrement riche en unités répétées longues (de taille comprise

entre 85 et 200 pb), le génome de Haemophilus influenzae est riche en motifs répétés courts

(3 à 4 pb)(Yeramian et Buc, 1999).

2.2 Taille et organisation des répétitions, notion de. complexité

Les motifs d'ADN répétés peuvent avoir une taille mesurant entre 1 nucléotide (pour revue

Henderson et al, 1999; Hallet et al., 2001) et plusieurs méga paires de bases (Wenner et al.,

2003). Les motifs peuvent être répétés de façon directe ou inversée, et être positionnés en

tandem ou de façon dispersée (Figure 10). Si des motifs répétés sont localisés à l'intérieur de

gènes, et qu'ils sont positionnés dans la même phase de lecture les uns par rapport aux autres,

alors la séquence des protéines codées par ces gènes contiendra des motifs protéiques répétés.

Dans le cas des répétitions en tandem, trois grandes classes peuvent être distinguées selon

la taille du motif: les régions constituées d'unités répétées mesurant plus de 100 pb sont

appelées satellites, celles dont les unités répétées ont une taille allant de 6 à 100 pb sont des

minisatellites, et celles dont les unités répétées mesurent de 1 à 5 pb sont des microsatellites

(Charlesworth et al., 1994).

Au sein d'une région riche en répétitions, les unités répétées présentes aux extrémités ont

tendance à diverger davantage des motifs répétés internes, que ces derniers ne divergent les

uns des autres (Kehoe, 1994). Il semble que cette caractéristique soit indépendante de la

longueur des unités répétées. En effet, le gène de Staphylococcus aureus codant la protéine
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Figure 9 : Contenu en répétitions d'ADN dans quelques génomes
bactériens (d'après Ramera et al., 1999)
Les auteurs ont recherché les motifs répétés parfaitement et de taille
supérieure à 300 pb au sein des génomes bactériens. Les chromosomes sont
représentés par un trait fin horizontal. Les motifs répétés sont reliés les uns
aux autres par un arc de cercle.
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Répétition

Directe

Inversée

Tandem Dispersée

Figure 10 : Tableau présentant la variété de disposition des
motifs répétés les uns par rapport aux autres
Les flèches représentent les unités répétées, les traits noirs épais
les séquences d'ADN non répétées.
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ClfB présente une régions riche en répétitions constituée d'un motif répété court de 18 pb

(Ni Eidhin et al., 1998). En revanche, le gène de streptocoques de groupe B codant la protéine

alpha C présente lui aussi une telle région mais constituée quant à elle d'un motif répété de

246 pb (Michel et al., 1992).

Lorsque les motifs sont de petite taille (de l'ordre de la dizaine de nucléotides ou d'acides

aminés), et qu'ils sont proches les uns des autres sur la molécule d'ADN ou sur la structure

primaire d'une protéine, ceux-ci peuvent induire un biais dans la composition en nucléotides

ou acides aminés de la séquence. Ce biais rend la séquence plus «simple» ou moins

complexe, c'est pourquoi ces régions sont qualifiées de régions de faible complexité

(Wootton et Federhen, 1996). C'est le cas du gène de S. aureus codant la protéine ClfE citée

précédemment qui présente une région de 768 pb quasi exclusivement constituée du motif

GAY TCN GAY TCN GAY AGY répété en tandem direct (Ni Eidhin et al., 1998). Ce motif

étant traduit en la séquence protéique DSDSDS, la protéine ClfE présente une région quasi

exclusivement constituée de la répétition en tandem du motif DS sur 256 résidus d'acides

aminés. Lorsque la séquence de ClfE est analysée par le logiciel SEG (Wootton et Federhen,

1996), logiciel permettant de détecter une séquence de faible complexité, celui-ci reconnaît

cette région riche en répétitions comme une séquence de faible complexité (Figure Il).

2.3 Importante variabilité des régions riches en mollis répétés

Les régions riches en motifs répétés sont caractérisées par une forte instabilité. Les

génomes de Yersinia pestis et de Bacillus anthracis contiennent respectivement 76 et 30

régions minisatellites dont l'unité répétée mesure plus de 9 pb (Le Fleche et al., 2001).

L'analyse de 5 souches de Y pestis révèle un polymorphisme de taille de 45 des 76 régions

minisatellites. De façon analogue, l'analyse de 31 souches de B. anthracis montre un

polymorphisme de 14 des 30 régions minisatellites. Ainsi, environ la moitié des régions riches

en motifs répétés est polymorphe à l'intérieur d'une espèce.

Le polymorphisme de taille des régions minisatellites résulte de la modification du nombre

de motifs répétés (pour revue Van Belkum et al., 1998)(Yang et Gabriel, 1995; Wilton et al.,

1998; Lukomski et al., 2000; Schupp et al., 2000; Rasmussen et Bjorck, 2001; Areschoug et

al., 2002; Koroleva et al., 2002; Karatzas et al., 2003; de Benito et al., 2004). Un exemple est

le gène jbsA de Streptococcus agalactiae qui présente en son centre une région minisatellite

constituée de la répétition en tandem d'un motif de 48 pb (Schubert et al., 2002). Cette région

arbore un polymorphisme de taille important, au sein de l'espèce, résultant de la modification

du nombre de motifs répétés, nombre pouvant varier de 3 à 30, il en résulte que la taille de la

protéine FbsA varie de 186 aa à 618 aa (Schubert et al., 2002). La variabilité du nombre de

motifs répétés au sein de ces régions leur vaut leur qualificatif de VNTR (pour yariable

!!umber of!andem repeat).

Ce type de variabilité n'est pas restreint aux régions minisatellites, mais est également

observé pour les régions microsatellites (pour revue Henderson et al., 1999)(Snyder et al.,

2001), ainsi que pour les régions satellites (Mouw et al., 1988; Madoff et al., 1991; Smith et

al., 1993; Zhang et Wise, 1996; Brady et al., 1998).
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Figure 11 : Contenu en séquences de faible complexité de la protéine
ClfB
Résultat de la recherche de séquences de faible complexité dans la
séquence de la protéine ClfS (Ni Eidhin et al., 1998) avec le logiciel SEG
(Wootton et Federhen, 1996). Dans la colonne de gauche figurent les
fragments de séquence à faible complexité, dans la colonne de droite ceux
de séquence de haute complexité. Entre les deux colonnes est mentionnée
la position des fragments de séquence de haute et faible complextié dans la
structure primaire de la protéine.
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Ces régions peuvent évoluer rapidement. Par exemple, il a été montré qu'au sein des

régions constituées de la répétition en tandem du motif CA, un événement d'insertion ou de

délétion du motif CA a lieu toutes les 1000 réplications chez Escherichia coli (Levinson et

Gutman, 1987).

L'instabilité des régions riches en répétitions est d'ailleurs utilisée pour différencier des

souches d'une même espèce très proches les unes des autres (pour revue Van Belkum, 1999).

2.4 L'instabilité des motifs répétés de façon dispersée peut ene;endrer la création de

nouveaux motifs répétés

Au sein des gènes et de leur produit, les répétitions décrites sont majoritairement des

répétitions directes positionnées en tandem ou de façon dispersée. La protéine alpha C de la

souche A909, un streptocoque de groupe B, présente 9 unités d'un motif de 82 résidus

d'acides aminés répété en tandem direct (Michel et al., 1992)(Figure 12). A l'inverse, la

protéine G de la souche GX7809, un streptocoque de groupe G, présente deux types de motifs

répétés de façon dispersée. Les motifs A, de 37 résidus d'acides aminés et B, de 55 résidus

d'acides aminés, sont chacun présents en deux exemplaires (Fahnestock et al.,

1986)(Figure 12).

La séquence de ces deux protéines est variable. La variabilité de la séquence de la protéine

alpha C, dont les motifs sont répétés en tandem, se traduit par une modification du nombre de

motifs répétés (Madoff et al., 1991; Madoff et al., 1996). Celle de la protéine G, dont les

motifs sont répétés de façon dispersée, se traduit non seulement par une modification du

nombre d'unités répétées d'un même type de motifs, mais également par une modification de

la composition en motifs répétés (Figure 13). En effet, la protéine G de la souche GX7809

présente 2 types de motifs répétés différents, alors que celle de la souche GX7805 en présente

4 (Fahnestock et al., 1986; Filpula et al., 1987). D'un point de vue mécanistique, ces

différences s'interprètent par des événements de recombinaison entre unités répétées d'un

même type de motifs, résultant en des événements d'insertion ou de délétion. Par exemple, un

événement de recombinaison entre les motifs A1 et A2 du gène codant la protéine G de la

souche GX7809 peut résulter non seulement en la duplication du motif A, mais également en

la duplication de la région située entre les motifs Al et A2. Cet événement entraînerait la

création d'un nouveau motif répété: le motif B de la séquence de la protéine G de la souche

GX7805 (Fahnestock et al., 1986; Filpula et al., 1987; Kehoe, 1994).

2.5 Mécanismes de re.combinaison à l'origine de l'évolution des régions riches en

motifs répétés de façon directe

2.5.1 La recombinaison: définition

La recombinaison a été définie par Clark (1971) comme la création de nouvelles

combinaisons de séquences nucléiques portées par une ou plusieurs molécules d'acides

nucléiques. Les mécanismes de recombinaison impliqués dans l'instabilité des régions riches

en motifs répétés sont la recombinaison illégitime et la recombinaison homologue.
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alpha C

Protéine G

Figure 12 : Représentation schématique de la protéine alpha C et de la
protéine G (d'après Fahnestock et al.• 1986 ; Michel et al.• 1992)
Les motifs répétés sont représentés sous la forme d'un rectangle gris
contenant le nom du motif répété. Le type de motif est indiqué par une lettre
et l'exemplaire du motif répété par un numéro.
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Figure 13 : Séquences répétées dans la protéine G (d'après Kehoe.
1984)
Représentation schématique de la structure primaire de la protéine G de
deux souches de streptocoques de groupe G. Chaque motif répété est
nommé d'une lettre, désignant le type de motif répété, suivie d'un chiffre,
désignant la copie de l'unité répétée. La dénomination de chaque type de
motif répété est effectuée par analyse de la séquence de l'extrémité N
terminale vers l'extrémité C-terminale. A chaque nouveau type de motif
répété rencontré, une lettre lui est associée. Ainsi, le premier type de motif
rencontré sera nommé A, le second B, et ainsi de suite.
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2.5.2 La recombinaison illégitime

2.5.2.1 Définition

La recombinaison illégitime désigne la formation de nouvelles molécules d'ADN par

jonction de séquences d'ADN présentant ou pas de courtes homologies (pour revue Michel,

1999). Elle s'oppose ainsi à la recombinaison homologue faisant intervenir RecA qui

nécessite de plus grandes homologies entre les molécules recombinées. La recombinaison

illégitime peut induire différents types de réarrangements tels que des délétions, des

inversions, des amplifications et des translocations.

2.5.2.2 Facteurs influençant la fréquence de recombinaison illégitime

La fréquence d'événements de recombinaison illégitime dépend de la longueur de

l'homologie entre les séquences lorsque celle-ci existe. Des études effectuées chez un mutant

recA d'E. coli ont montré que des unités répétées en tandem direct dont la taille augmente de

14 pb à 100 pb recombinent à une fréquence augmentant de 10-5 à 10-4. Toutefois, lorsque la

taille des unités répétées augmente au-delà de 100 pb, la fréquence reste constante (Bi et Liu,

1994).

En plus de la longueur de l'homologie, la fréquence de recombinaison est fortement

dépendante de la distance entre les séquences répétées. Chez B. subtilis, la fréquence de

délétion par recombinaison entre deux unités de 18 pb répétées de façon directe, est

relativement élevée lorsque les deux motifs sont espacés de 51 pb puisqu'elle est de 5.10-6
. Et,

lorsque la distance entre les deux unités répétées augmente de 33 à 2313 pb, la fréquence de

délétion diminue exponentiellement jusqu'à plus de 1000 fois (Chedin et al., 1994).

D'autres facteurs favorisent également la recombinaison illégitime, notamment la présence

de séquences palindromiques entre les unités répétées (Glickman et Ripley, 1984). Les

séquences palindromiques ont l'aptitude de former des structures secondaires stables. La

formation de ces structures a deux conséquences: la première est qu'elles permettent de

rapprocher spatialement les unités répétées l'une de l'autre, et la seconde est qu'elles

induisent une pause de la fourche de réplication. Ces pauses favorisent les événements de

recombinaison entre séquences répétées (Bierne et Michel, 1994).

2.5.2.3 Modèle moléculaire de recombinaison illégitime entre séquences

répétées

Deux modèles non exclusifs ont été proposés pour expliquer les événements de

recombinaison entre courtes séquences homologues. Le premier modèle implique un

glissement de fourche de réplication (<< slipped-mispairing model », «replication slippage»

ou encore «copy choice recombination »). Ce modèle prévoit une pause de la machinerie de

réplication au niveau d'un exemplaire d'un motif répété, conduisant à la dissociation du brin

d'ADN néo-synthétisé de la matrice, et sa réassociation avec un autre exemplaire du motif

répété (Figure 14) (Michel, 1999). Ce modèle permet aussi bien d'expliquer les événements

de délétion que les événements de duplication de motifs répétés.

Le second modèle se nomme « single-strand annealing» (SSA), et implique en premier

lieu un événement de cassure double brin de l'ADN. La dégradation d'un brin d'ADN, à

partir des extrémités double brin par les exonucléases, permet l'appariement des séquences
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Figure 14 : Modèle de délétion par glissement de fourche de réplicaiton
entre des motifs répétés de façon directe (d'après Michel, 1999)
Les motifs répétés sont représentés par des rectangles et leur orientation est
indiquée par une flèche. Les traits représentent les brins d'ADN, les pointillés
les brins d'ADN nouvellement synthétisés. Les régions a et c flanquent la
région contenant les motifs répétés, la région b est comprise entre les unités
répétées. Une pause de la fourche de réplication au niveau de la première
unité répétée rencontrée induit une séparation des deux brins d'ADN.
L'appariement de l'unité répétée néo-synthétisée avec l'autre unité répétée
entraîne la délétion de la région b ainsi que de l'une de deux unités répétées.
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complémentaires correspondant aux deux unités répétées (Figure 15) (Michel, 1999). Ce

mécanisme conduit à la délétion de motifs répétés.

2.5.3 La recombinaison homologue

2.5.3.1 Longueur minimale requise des régions homologues

La recombinaison homologue requiert des molécules d'ADN présentant une homologie de

séquence sur une longueur suffisante. Cette longueur doit être d'environ 20 et 30 pb

respectivement chez E. coli et B. subtilis (Watt et al., 1985; Majewski et Cohan, 1999). Chez

E. coli, elle peut dépendre de la protéine RecA mais également d'autres systèmes Rec (pour

revues Kowalczykowski et al., 1994; Kuzminov, 1999).

2.5.3.2 Fréquence

Chez E. coli, la fréquence des événements de recombinaison homologue augmente de

façon exponentielle, de 10-7 à 10-4, lorsque la longueur des séquences homologues passe de 20

à 74 pb, puis augmente de façon linéaire au-delà de 74 pb (Watt et al., 1985). Contrairement à

la recombinaison illégitime, la recombinaison homologue RecA-dépendante est peu sensible à

l'éloignement des séquences homologues (Bi et Liu, 1994).

2.5.3.3 Crossing over et conversion génique

La recombinaison homologue peut aboutir à deux types d'événements: les échanges

réciproques (on parle de crossing-over), et les échanges non réciproques (ou conversion

génique)(pour revue Petes et Hill, 1988; Kowalczykowski et al., 1994). Concernant les

échanges non réciproques, la longueur des séquences converties peut atteindre plusieurs

centaines de paires de bases (Bianchi et Radding, 1983).

Ainsi la recombinaison homologue entre deux copies ectopiques d'une répétition

imparfaite pourra aboutir, par conversion génique, à la conversion de la séquence d'une des

deux unités répétées, en la séquence de l'autre unité répétée. Il est à noter que les mêmes

molécules recombinées pourront également être générées par la délétion d'une des deux

unités répétées, et la duplication de l'autre unité répétée.

2.5.4 Impact de la recombinaison sur l'évolution des régions riches en motifs

répétés

Les recombinaisons homologue et illégitime permettent toutes deux d'expliquer les

événements d'insertion ou de délétion de l'intégralité d'unités répétées, événements

caractérisant l'instabilité des régions riches en répétitions. En effet, la recombinaison

homologue requiert un appariement de séquences homologues. La recombinaison illégitime,

quant à elle ne nécessite pas d'homologie pour avoir lieu, mais elle est beaucoup plus

fréquente lorsque les séquences recombinées peuvent s'apparier. Que ce soit par

recombinaison homologue ou par recombinaison illégitime, les événements d'insertion ou de

délétion de l'intégralité d'unités répétées ont lieu par recombinaison ectopique, c'est-à-dire

par recombinaison entre copies non alléliques (Figure 16). Les événements de recombinaison

ectopiques impliquant des motifs répétés de façon directe ont pour conséquence la délétion de

la région située entre les deux points de recombinaison (Figure 17 A). Les événements de
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Figure 15 : Modèle de délétion « single-strand annealing » (SSA)
(d'après Michel, 1999)
Les motifs répétés sont représentés par des rectangles et leur orientation est
indiquée par une flèche. Les traits représentent les brins d'ADN. Les régions
a et c flanquent la région contenant les motifs répétés, la région b est
comprise entre les unités répétées. L'initiation a lieu par une cassure double
brin de l'ADN, dans la région située entre les deux unités répétées. La
dégradation d'un des brins d'ADN par les exonucléases libère les unités
répétées sous la forme d'ADN simple brin, ces unités répétées peuvent ainsi
s'apparier. Les extrémités d'ADN simple brin non appariées sont dégradées
par des exonucléases, l'ADN est rendu entièrement double brin par
polymérisation, puis les extrémités sont jointes par Iigation. Ce mécanisme
entraîne la délétion de la région b et de l'une des deux unités répétées.
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c::=::J : unité répétée

f.igl}r~..1~..:.. R~ç~rn~~I)~j~~I)..é!I.I~Hg~.E!.~.t..~~ç~rn~~I)~j~~I)..~Ç~9P'i~l}~.
~.l1tr::~.~ÇQ.4~!1.c;~~.rçp.~t~~~.
Le chromosome bactérien en cours de réplication est représenté par un
trait fin. Le trait pointillé A symbolise un événement de recombinaison
allélique (c'est-à-dire entre deux copies alléliques), les traits pointillés B et
C deux événements de recombinaison ectopique (entre deux copies non
alléliques).
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..
B.

..

y :unité répétée

: séquence d'ADN non répétée

Figure 17 : Recombinaison ectopigue entre séquences répétées
A.Recombinaison ectopique entre répétitions directes dispersées portées par la
même molécule d'ADN
B.Recombinaison ectopique entre répétitions portées par des molécules d'ADN
distinctes.
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recombinaison ectopique, impliquant des motifs présents sur des brins d'ADN distincts,

produisent une molécule présentant une délétion et une autre molécule présentant une

duplication en tandem (Figure 17 B).

La fréquence de recombinaison, ainsi que la nature des mécanismes de recombinaison

responsables de l'instabilité génétique des régions riches en motifs répétés, dépendent

essentiellement de deux facteurs: la longueur des unités répétées et la distance les séparant.

Pour deux motifs répétés en tandem, la fréquence de recombinaison (illégitime et homologue)

augmente lorsque la taille des unités répétées augmente (Peeters et al., 1988; Mazin et al.,

1991; Bi et Liu, 1994). Lorsque c'est la distance entre les motifs répétés qui augmente, il est

vraisemblable que ce soit la recombinaison homologue qui intervienne de façon

prépondérante. En effet, la recombinaison illégitime est très sensible à la distance entre les

microhomologies alors que la recombinaison homologue est beaucoup moins sensible à la

distance entre les régions homologues (Bi et Liu, 1994; Chedin et al., 1994).

2.6 Classification des répétitions d'ADN intragénigues en deux classes

Les répétitions d'ADN peuvent avoir une localisation intragénique ou intergénique. Chez

Mycobacterium tuberculosis, une vaste majorité des répétitions est localisée à l'intérieur des

ORF (Yeramian et Buc, 1999).

Ces répétitions intragéniques peuvent être classées en deux catégories, selon que la taille

des unités répétées est un multiple de trois ou non. En effet, les conséquences de la variabilité

des régions riches en répétitions ne sont pas de la même nature selon la catégorie. Lorsque les

unités répétées n'ont pas une taille multiple de trois nucléotides, alors la modification du

nombre de motifs pourra entraîner l'inactivation de l'ORF par décalage du cadre de lecture.

Le même mécanisme pourra également conduire à la réversion d'une telle inactivation. Ce

passage d'un état «ON» à un état «OFF» est un des mécanismes de régulation de

l'expression des gènes par variation de phase (pour revue Henderson 1999 ; Hallet 2001). En

revanche, lorsque la taille des motifs répétés est multiple de trois nucléotides, et que ces

motifs sont localisés dans la même phase les uns par rapport aux autres, alors l'insertion ou la

délétion de motifs répétés n'induira pas d'inactivation de l'ORF par décalage du cadre de

lecture. Dans ce cas, si le nombre de motifs répétés change, seule changera la séquence de la

protéine codée par le gène variable.

2.7 L'avantage adaptatif est-il conféré par le caractère réitératif ou par le caractère

instable des régions riches en répétitions?
Les séquences d'ADN répétées ont la caractéristique d'être instables. Toutefois on peut se

demander lequel des deux caractères confère un avantage adaptatif: le caractère réitératif ou

le caractère variable? Cette question sera aborder par la détermination des conséquences

fonctionnelles du caractère réitératif d'une séquence et de sa variabilité. Des hypothèses

concernant l'avantage adaptatif conféré par ces caractéristiques de séquences seront émises.

Il est à noter que les exemples présentés ici concernent une certaine catégorie de

répétitions: celles localisées à l'intérieur des gènes et dont les motifs ont une taille qui est

multiple de trois nucléotides.
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2.7.1 Conséquences fonctionnelles du caractère réitératif des régions riches en

répétitions

2.7.1.1 Fixation coopérative des protéines à leur ligand: interaction avec les

matrices extracellulaires des mammifères

Les protéines nommées MSCRAMM (pour microbial §.urface fomponents recognizing

~dhesive matrix molecules) sont des protéines de surface bactériennes interagissant avec les

matrices extracellulaires des mammifères. Les matrices extracellulaires, appelées également

ECM (pour ~xtrafellular matrix), sont des structures macromoléculaires localisées à la base

des cellules épithéliales et endothéliales. Elles sont composées de glycoprotéines telles que le

collagène, la laminine, la fibronectine et le fibrinogène (pour revue Hay, 1991).

Les cellules de S. agalactiae présentent à leur surface la protéine FbsA, protéine

interagissant avec le fribrinogène. Le domaine de liaison au fibrinogène est constitué d'un

motif, de 16 résidus d'acides aminés, répété en tandem direct (Schubert et al., 2002). Il été

montré que la capacité de FbsA à se fixer au fibrinogène est dépendante du nombre de motifs

répétés. En effet, lorsque le nombre d'unités répétées augmente, l'affinité de la protéine FbsA

pour le fibrinogène augmente (Schubert et al., 2002). Il est donc probable que le caractère

réitératif du domaine de liaison au fibrinogène permette à la protéine FbsA d'être liée au

fibrinogène de façon stable.

D'autres protéines de liaison aux matrices extracellulaires présentent également un

domaine de liaison constitué de motifs répétés. C'est le cas des protéines FnBP (pour

fibrogectin .J2inding Qrotein) interagissant avec la fibronectine (pour revue Schwarz-Linek et

al., 2004). Celles présentes à la surface des cellules de S. aureus et S. pyogenes ont un

domaine de liaison constitué de 4 ou 5 motifs de 35 à 40 aa, répétés également en tandem

direct. A l'instar de la protéine FbsA, il est probable que la multiplicité des domaines de

liaison permette aux protéines FnBP de se lier de façon stable à la fibronectine.

2.7.1.2 Fixation à une structure répétée

2.7.1.2.1 Domaine d'attachement à la paroi

L'ancrage des protéines à la paroi cellulaire peut être, soit de type covalent, soit de type

non covalent. Les domaines d'attachement non covalent à la paroi ont souvent une structure

répétitive. C'est le cas des domaines d'attachement à la choline (domaine ChBD, pour Cholin

Binding Domain) identifiés chez S. pneumoniae (pour revue Lopez et al., 2000). La protéine

LytA par exemple présente un domaine ChBD constitué de 6 exemplaires d'un motif répété

en tandem direct.

La choline entre dans la composition des acides téichoïques et lipotéichoïques chez cette

bactérie, eux-mêmes composants de la paroi cellulaire (voir § 1.1.1.3). Ces composés

secondaires de la paroi sont des polymères et présentent en cela une structure réitérative.

Ainsi, les acides téichoïques et lipotéichoïques présentent de nombreux résidus choline

répartis périodiquement le long de ces polymères. Par conséquent, il est vraisemblable que la

structure réitérative des domaines ChBD soit une adaptation à la structure réitérative de ces

composés secondaires de la paroi avec lesquels ils interagissent.
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Le même raisonnement peut être appliqué à d'autres domaines d'attachement tels que les

régions riches en modules GW responsables de la liaison aux acides lipotéichoïques chez

Listeria (pour revue Cabanes et al., 2002), mais également aux domaines SHL (pour .s.-layer

b.omology), domaine de liaison aux polysaccharides liés de façon covalente au peptidoglycane

(Ries et al., 1997; Mesnage et al., 2000).

2.7.1.2.2 Interaction avec l'ADN : les protéines histone-like

Les régulateurs transcriptionnels AlgR3 et AlgP, des bactéries du genre Pseudomonas,

présentent un domaine de liaison à l'ADN constitué d'un motif de 4 aa répété en tandem

(Deretic et Konyecsni, 1990; Stover et al., 2000). Cette propriété a conduit à les qualifier de

protéines histone-like, la protéine histone Hl présentant également un domaine similaire de

liaison à l'ADN (Deretic et Konyecsni, 1990).

Il est probable que la sélection de la structure répétée de ce type domaine soit corrélée à la

structure réitérative de l'ADN, l'ADN étant un polymère de nucléosides monophosphates.

A l'instar des protéines interagissant avec les matrices extracellulaires eucaryotes (cf §

2.7.1.1), il a été montré que l'augmentation du nombre de motifs répétés entraîne une

augmentation de la constante d'association avec l'ADN (Medvedkin et al., 1995). Cela

suggère que la répétition en tandem des unités répétées permet d'augmenter le nombre

d'unités fixant l'ADN et donc la stabilité de la fixation du domaine histone-like.

2.7.1.3 Catalyses enzymatiques réitérées permettant la biosynthèse de

molécules antibiotiques

Les PKS (pour rolyKetide .s.ynthase) de type 1 catalysent la biosynthèse de molécules

cycliques, appelées macrolides polycycliques, précurseurs d'antibiotiques de haut poids

moléculaire (pour revue Staunton et Wilkinson, 1997). Ces PKS sont généralement

constituées de plusieurs polypeptides de très haut poids moléculaire se repliant en de

nombreux domaines catalytiques. Ces domaines catalytiques sont organisés en modules

présentant chacun 3 domaines essentiels : les domaines KS (pour Keto.s.ynthase), AT (pour

AcylIransferase) et ACP (pour Acyl Carrier rrotein) (Figure 18). Ces modules peuvent

également présenter un ou plusieurs des domaines KR (KetoReductase), DH illefudratase) et

ER O~noylReductase).

A titre d'exemple, la rapamycine est biosynthétisée par une PKS de type 1 qui est

constituée de trois polypeptides: RAPSl, RAPS2 et RAPS3 d'une longueur respectivement

de 8566, 10222 et 6260 aa (Figure 18). A l'instar des autres protéines des PKS de type l, les

protéines RAPS présentent une structure répétitive. Par exemple, la protéine RAPS2 présente

6 domaines KS, AT, ACP et KR répétés de façon dispersée (Figure 18) (Schwecke et al.,

1995).

La biosynthèse de ces précurseurs de molécules antibiotiques présente un caractère

réitératif. En effet, ces molécules cycliques sont synthétisées notamment par condensation en

chaîne de molécules de propionate et d'acétate (Staunton et Wilkinson, 1997). Il est

vraisemblable que la structure répétée des PKS de type 1 ait été sélectionnée en raison de la

nature réitérative de la biosynthèse de ces molécules cycliques.
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_____ RAPSl RAPS2 _

loadlng

=.nmodule1~ modUle3~ ~modulo6~ modul~8~ module 10---- - - ---.... -

RAPS 1 - 8566 amino acids
RAPS 2 - 10222 amino acids
RAPS 3 - 6260 amino acids

ER : enoyl reductase
ACP : acyl carrier protein
KS : ~-ketoacyl synthase
AT : acyl transferase
DH : dehydratase
KR : ~-ketoreductase

___ RAPS3 _

Figure 18 : Caractère réitératif de la biosynthèse du précurseur de la
rapamycine et des protéines catalysant cette biosynthèse (d'après
Schwecke et al., 1995)
La PKS impliquée dans la biosynthèse du précurseur de la rapamycine
est constituée de trois polypeptides, RAPS1 RAPS2 et RAPS3. Ces
polypeptides se replient en de multiples modules, chacun symbolisé par
un cercle. Au cours de cette biosynthèse, le présurseur naissant est
transmis d'un module ACP à l'autre, en partant du premier module ACP
de RAPS1, jusqu'au dernier module ACP de RAPS3.
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2.7.2 Conséquences fonctionnelles de la variabilité des régions riches en motifs

répétés

2.7.2.1 Variabilité des épitopes antigéniques

S. agalactiae est un streptocoque de groupe B pathogène de l'homme, notamment

responsable d'infections chez le nouveau né pouvant conduire à la mort.

Il a été montré que la variabilité de la protéine alpha C, observée au sein d'isolats

cliniques, pouvait résulter d'une pression de sélection imposée par l'hôte. En effet, la

fréquence de délétion spontanée des motifs répétés du gène bca, codant la protéine alpha C, a

été estimée à 10-4, lorsqu'une souche de S. agalactiae est cultivée en milieu Todd-Hewitt.

Cette même souche, présentant une protéine alpha C à 9 motifs répétés en tandem, a été

inoculée à une souris préalablement immunisée contre cette protéine alpha C. Parmi la

population de souches isolées à partir de cette souris, 30% synthétisent une protéine alpha C

de masse moléculaire réduite par rapport à la souche d'origine, suggérant que les souches

présentant la protéine alpha C à 9 motifs répétés sont contre-sélectionnées. De plus, les

souches présentant une protéine alpha C variante seraient moins fréquemment phagocytées

par des leucocytes, suggérant que la pression de sélection est imposée par le système

immunitaire de l'hôte (Madoff et al., 1996).

Ainsi, la protéine alpha C est une protéine de surface contenant une région riche en

répétitions. La séquence protéique de cette région est codée par une séquence d'ADN

génétiquement instable et par conséquent variable à haute fréquence. Cette variabilité

génétique confère une variabilité antigénique permettant aux streptocoques de groupe B

d'échapper au système immunitaire de leur hôte.

2.7.2.2 Variabilité de l'exposition d'un domaine à la surface des cellules

Les protéines Clf (Clumping factor) de S. aureus sont des protéines de surface capables

d'interagir avec le fibrinogène (McDevitt et al., 1994), le fibrinogène étant une glycoprotéine

présente en grande concentration dans le plasma sanguin (pour revue Fuss et al., 2001). Ces

protéines Clf présentent en N-terminal un domaine de liaison au fibrinogène et en C-terminal

un motif de type LPXTG permettant à la protéine d'être liée de façon covalente au

peptidoglycane. La région située entre les deux, présente une séquence de faible complexité

puisqu'elle est quasi exclusivement constituée de la répétition en tandem direct du motif DS

(Ni Eidhin et al., 1998). Cette région riche en répétitions permettrait au domaine de liaison au

fibrinogène d'être exposé à la surface. En l'absence de cette région riche en répétitions, le

domaine d'interaction avec le fibrinogène resterait enfoui au coeur de la paroi cellulaire et ne

pourrait assurer son rôle (Hartford et al., 1997). Cette région riche en répétitions étant

variable en taille, il est possible que la variabilité de cette région entraîne une variabilité de

l'exposition du domaine N-terminal de la protéine à la surface des cellules, et donc une

variabilité de la fonctionnalité de la protéine Clf (Hartford et al., 1997).
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2.7.2.3 Modulation de l'activité du régulateur transcriptionnel CtsR d'un état

(( ON» à un état (( OFF»

La protéine CtsR de Listeria monocytogenes est un répresseur transcriptionnel régulant

notamment le niveau de résistance aux hautes pressions hydrostatiques, traitement utilisé en

industrie agro-alimentaire pour stériliser les aliments. Il est possible de sélectionner des

souches de L. monocytogenes variantes qui sont 1000 fois plus tolérantes aux hautes pressions

hydrostatiques (Karatzas et Bennik, 2002). Les auteurs ont montré que cette résistance

pouvait résulter de la délétion d'un codon glycine du gène codant CtsR. Ce codon glycine est

localisé dans une région riche en répétitions, constituée de quatre codons GG(T/C) répétés en

tandem, tous codant l'incorporation d'une glycine. La délétion de ce résidu glycine entraîne

l'inactivation de la fonction de répresseur transcriptionnel de la protéine CtsR (Karatzas et al.,

2003).

Il est supposé que ce type de délétion ait lieu par glissement de fourche de réplication. Il

est donc probable que cette mutation soit réversible, bien que cela ne soit pas démontré

(Karatzas et al., 2003). L'instabilité de la région riche en motifs répétés pourrait entraîner, de

façon réversible, le passage d'un état fonctionnel à un état non fonctionnel de la protéine

CtsR. Son activité serait ainsi régulée par variation de phase.

En conclusion, l'instabilité de cette région constituée de répétitions pourrait constituer un

mécanisme de régulation de l'activité de la protéine CtsR.

2.7.2.4 Modulation de la spécificité d'une enzyme de restriction de type 1

Les systèmes R-M de type 1 sont des complexes multi-enzymatiques pouvant catalyser le

clivage, ou restriction, et la modification par méthylation d'une séquence d'ADN

préalablement reconnue spécifiquement (pour revue Murray 2000). La reconnaissance de la

séquence cible est assurée par une protéine généralement nommée HsdS (pour Qost ~ecifity

of DNA, âpecificity subunit). Les protéines HsdS présentent deux domaines, appelés TRD

(pour !arget recognition Qomain), chacun reconnaissant spécifiquement une des deux

composantes de la séquence cible. Ces deux domaines sont reliés par une charnière inter

domaine dont la variabilité de la taille peut conférer une variabilité de la spécificité de

substrat des protéines HsdS (Price et al., 1989). En effet, les enzymes de restriction EcoR124

et EcoR124/3 reconnaissent respectivement les sites GAA(N6)RTCG et GAA(N7)RTCG.

Ces séquences cibles diffèrent uniquement par le nombre de nucléotides espaçant les deux

composantes GAA et RTCG reconnues spécifiquement. Or, les gènes hsdS des systèmes de

restriction EcoR124 et EcoR124/3 présentent respectivement 2 et 3 exemplaires d'un motif de

12 pb, répété en tandem direct. Les auteurs ont montré que la différence de spécificité des

deux enzymes de restriction résulte de la différence de longueur de cette séquence inter

domaine (Price et al., 1989).

Ainsi, la variabilité du nombre de motifs répétés peut permettre de générer de nouvelles

spécificités de substrat.
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2.7.2.5 Génération de nouvelles spécificités d'hôte chez un phytopathogène

Le gène pthA est impliqué dans l'avirulence de bactéries phytopathogènes appartenant au

genre Xanthomonas (pour revue Brunings et Gabriel, 2003). Un gène d'avirulence est un gène

pouvant conférer à un phytopathogène la perte de son caractère pathogène (FIor, 1971).

La région centrale du gène d'avirulence pthA est constituée d'un motif de 102 pb répété

quasi parfaitement en tandem direct (Brunings et Gabriel, 2003). Il a été montré que

l'instabilité de cette région riche en répétitions est un facteur de variabilité de la spécificité

d'hôte. En effet, lorsque l'allèle pthA présente 17 motifs répétés, la bactérie est capable de

provoquer un cancer chez le citronnier mais pas chez le haricot. La présence de cet allèle du

gène pthA dans le génome du phytopathogène déclenche, chez le haricot, un système de

défense entraînant la neutralisation du phytopathogène. En revanche, lorsque ce même allèle

est délété de 6 motifs répétés, la bactérie ne peut provoquer de cancer ni chez le citronnier ni

chez le haricot, car cet allèle déclenche un système de défense chez chacune de ces deux

plantes (Yang et Gabriel, 1995).

Ainsi, l'instabilité d'une région riche en répétitions peut entraîner des modifications du

spectre d'hôte d'une bactérie phytopathogène.
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3.1 Architecture des protéines

3.1.1 Hiérarchie structurale des protéines

Les protéines sont des polymères non branchés d'acides aminés dont la structure

tridimensionnelle résulte de la formation de liaisons non covalentes entre les résidus d'acides

aminés. Une chaîne polypeptidique atteint sa conformation fonctionnelle, dite native, par

formation de structures dites secondaires, tertiaires et quaternaires.

La structure secondaire résulte du repliement tridimensionnel d'une chaîne polypeptidique

en éléments de structures tels que les hélices a et les feuillets ~. Ces éléments de structure

secondaire sont reliés les uns aux autres par des boucles, autres éléments de structures

secondaires_

L'arrangement spatial des éléments de structures secondaires les uns par rapport aux autres

constitue la structure tertiaire d'une protéine. Pour les protéines monomériques, la structure

tertiaire est le plus haut niveau d'organisation.

La structure quaternaire concerne les protéines constituées de plusieurs chaînes

polypeptiques. Elle correspond à l'arrangement spatial des éléments de structures tertiaires,

appelés dans ce cas sous-unités.

3.1.2 Organisation en domaines distincts de la structure tertiaire des protéines

La structure tertiaire des protéines peut être composée d'une ou plusieurs régions appelées

domaines. Un domaine est codé par un fragment de gène qui sera ici dénommé « module ».

D'un point de vue structural, un domaine est une portion de polypeptide capable de se

replier en une structure compacte, indépendamment des autres régions du même polypeptide

(Doolittle, 1995). Une séquence formée d'une cinquantaine de résidus d'acides aminés peut se

replier en un domaine dont la structure est suffisamment stable. Toutefois, de plus petits

segments polypeptidiques peuvent constituer un domaine structural si la structure comprend

des éléments stabilisateurs tels que des ions métalliques ou des ponts disulfures (Doolittle,

1995). Dans une protéine multi-domaine, les domaines sont connectés entre eux par des

fragments polypeptidiques appelés charnière (ou Iinker). Généralement, un domaine assure

une fonction élémentaire. Cette fonction peut consister, par exemple, à catalyser une réaction,

interagir avec d'autres molécules, structurer, ou encore transporter des molécules d'un

compartiment cellulaire à un autre.

La glutamine méthyltransférase HemK d'E. coli est un exemple représentatif de cette

architecture des protéines. Elle présente deux domaines, chacun assurant une fonction: un

domaine de fixation du substrat, la glutamine, en N-termioal. et un domaine cataly.tique

méthyltranférase en C-terminal (Figure 19)(Yang et al., 2004). L'association d'un domaine

reconnaissant la glutamine à un domaine catalysant une réaction de méthylation confère à la

protéine son activité de glutamine méthyltransférase.
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Figure 19 : Structure de la protéine HemK (d'après Yang et al.! 2004)
Représentation schématique de la structure tridimensionnelle de la protéine HemK.
Les rubans représentent les hélices a et les flèches les brins p. Chaque élément de
structure secondaire est nommé par une lettre, un chiffre, ou les deux. La
localisation des extrémités N-terminale (N) et C-terminale (C) est indiquée. Le
domaine N-terminal, reconnaissant le substrat, est représenté en vert. Le domaine
C-terminal, assurant la catalyse enzymatique, est représenté en jaune. Celui-ci est
complexé à une molécule de S-adenosyl-L-homocysteine. La charnière joignant les
deux domaines l'un à l'autre est représentée en rouge.
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3.2 Création expérimentale de nouvelles fonctions par construction de nouvelles

combinaisons de domaines

3.2.1 Introduction

Si la fonction des protéines multi-domaine résulte de l'association des domaines les

constituant, il semble alors vraisemblable que la création de nouvelles associations de

domaines puisse générer de nouvelles fonctions. Cette hypothèse a été testée par construction

de protéines chimériques et analyse de leur activité.

3.2.2 L'ATCase et l'OTCase

Houghton et al. (1989) ont utilisé comme modèle d'étude deux transcarbamoylases:

l'aspartate transcarbamoylase (ATCase) et l'omithine transcarbamoylase (OTCase). Ces

enzymes présentent deux domaines : un domaine catalytique et un domaine de fixation du

substrat. Les auteurs ont construit un gène chimérique en fusionnant le module de gène codant

le domaine catalytique de l'OTCase avec le module de gène codant le domaine de spécificité

de substrat de l'ATCase. Cet échange conduit à une modification de la spécificité de substrat:

l'activité OTCase est remplacée par une activité ATCase. Toutefois, l'ATCase et l 'OTCase

présentent toutes deux un domaine catalytique en commun. Qu'en est-il lorsque l'échange de

domaines est réalisé entre enzymes ne présentant pas de domaine assurant une fonction

commune?

3.2.3 CPL7 et LytA

D'autres expériences de construction de chimères ont été réalisées, en particulier avec des

gènes codant des hydrolases de la paroi bactérienne (Diaz et al., 1990; 1991; Croux et al.,

1993). Dans l'une d'elles, le gène chimérique a été construit à partir de gènes ne présentant

pas d'identité nucléotidique entre eux (Diaz et al., 1991). Ces gènes codent LytA, une

amidase de S. pneumoniae, et CPL7, une muramidase du phage Cp-7 (phage infectant les

cellules de S. pneumoniae). Ainsi, ces deux enzymes catalysent l'hydrolyse de différentes

liaisons du peptidoglycane. De plus, la fixation de LytA à la paroi cellulaire est dépendante de

la choline, un composant de la paroi de S. pneumoniae, et ne l'est pas pour la protéine

phagique CPL7, suggérant que les deux protéines sont fixées à des composés différents de la

paroi (Garcia et al., 1990).

Chacune de ces protéines présente deux domaines: un domaine catalytique à l'extrémité

N-termina1e et un domaine de fixation à la paroi à l'extrémité C-terminale. LytA présente un

domaine amidase et un domaine constitué de motifs ChBD Cfboline Qinding gomain) de

fixation aux résidus cholines de la paroi (pour revue Lopez et al., 2000). CPL7 présente,

quant à elle, un domaine muramidase et un domaine vraisemblablement impliqué dans la

fixation à un autre composant de la paroi cellulaire que la choline.

Un gène chimérique constitué de la région 5' du gène codant CPL7 et de la région 3' du

gène codant LytA a été construit. Ce gène chimérique code une protéine présentant le

domaine catalytique muramidase de CPL7 ainsi que le domaine d'attachement de LytA. La

protéine chimérique arbore une activité chimérique: c'est une muramidase dépendante de la

choline (Diaz et al., 1991). Ces résultats montrent qu'une nouvelle fonction peut être générée

par réassortiment de domaines.
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3.3 Des réassortiments de domaines ont été sélectionnés au cours de l'évolution
Les transcarbamoylases ATCase et OTCase présentent un domaine apparenté, le domaine

transcarbamoylase, et un domaine de spécificité de substrat divergent, tant d'un point de vue

de la fonction que d'un point de vue de la séquence. Deux hypothèses peuvent expliquer la

divergence entre les domaines de spécificité de substrat. Dans la première, ces deux domaines

ont un ancêtre commun et auraient divergé par accumulation de mutations ponctuelles. Dans

la deuxième, un réarrangement de gènes aurait engendré la formation d'un gène chimérique

codant une protéine présentant une nouvelle association de domaines.

Dans le cas de la famille des protéines HsdS, l'hypothèse de l'évolution par réassortiments

de domaines peut être favorisée (pour revue Murray, 2000) (Dybvig et al., 1998; O'Sullivan et

al., 2000). Les protéines HsdS entrent dans la composition des systèmes de restriction de type

1. Elles assurent la reconnaissance de la séquence cible et présentent deux domaines, appelés

TRD (pour 1arget recognition gomain), chacun reconnaissant spécifiquement une des deux

composantes de la séquence d'ADN cible. Il est possible avec ces protéines de créer de

nouvelles spécificités de substrat par génération de nouvelles combinaisons de domaines TRD

(Nagaraja et al., 1985). En effet, une chimère générée à partir des gènes codant les protéines

HsdS des systèmes de restriction StySPI et StyLTIII, reconnaît une séquence d'ADN

chimérique (Figure 20).

Des systèmes naturels de création de nouvelles spécificités par réassortiment de domaines

ont été identifiés (Dybvig et al., 1998; O'Sullivan et al., 2000). Par exemple, les plasmides

circulaires pAH33 et pAH82 de 1. lactis présentent chacun un gène codant des protéines

HsdS reconnaissant des séquences d'ADN différentes. Un variant de cette souche de 1. lactis

présentant un unique plasmide pAH90 a été isolé. L'existence de ce plasmide résulte de la

co-intégration de pAH33 et de pAH82 par recombinaison homologue entre les gènes hsdS.

Les régions ayant été le siège de cet événement de recombinaison homologue sont les régions

codant la charnière joignant les domaines TRD. La conséquence de cet événement de

recombinaison homologue est la formation de deux gènes chimériques, chacun codant une

protéine présentant une nouvelle combinaison de domaines TRD. Il a été montré que ces

gènes chimériques confèrent de nouvelles spécificités de séquence d'ADN (O'Sullivan et al.,

2000).

3.4 Caractère versatile des domaines
3.4.1 Construction de banques de données permettant d'établir un répertoire de

combinaisons de domaines
La compréhension de l'évolution des protéines par réassortiment de domaines est en partie

issue des informations provenant de l'analyse de banques de données. Ces banques de

données ont été construites à partir de l'ensemble des données de biologie structurale et de

génomique (pour revue Vogel et al., 2004).

Plus précisément les données de structures tridimensionnelles de protéines ont permis

d'établir une banque de familles de domaines protéiques nommées SCOP (pour ~tructural

Qlassification Qf Qroteins) (Murzin et al., 1995). Dans cette banque, un domaine est défini
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Structure des polypeptides HsdS-f·:·::·:::·::·:::·::·:::·:·:·::··::-·:·· :................ ........:::.:.:::j
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Enzyme Séquence d'ADN reconnue

StySPI AAC (N6) GTRC

StyLTill GAG (N6) RTAYG

S~SQ AAC(N6)RTAYG

TRD
N-terminal

TRD
C-terminal

Figure 20 : Génération d'une enzyme de restriction de type 1présentant une
nouvelle spécificité par réassortiment de domaines (d'après Murray, 2000)
Les fragments polypeptidiques originaires des protéines HsdS des enzymes de
restriction StySPI et StyLTill sont respectivement représentés en hachuré et
grisé.
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comme une unité évolutive indépendante, capable de former un domaine structural. Ce

domaine peut former une protéine présentant un seul domaine, ou alors faire partie d'une

protéine multi-domaine. Les domaines sont regroupés en familles sur les critères cumulés

d'identité de séquence, d'identité structurale et d'identité fonctionnelle. Il est à noter que dans

cette banque, les domaines appartenant à la même famille ont des fonctions apparentées et

donc non nécessairement identiques (Murzin et al., 1995).

Cette banque de domaine SCOP a été utilisée pour annoter les protéines issues de

l'annotation des génomes. Cette annotation de masse des protéines a ainsi généré d'autres

banques de données telles que SUPERFAMILY (Madera et al., 2004). Cette dernière a été

analysée dans le but de déterminer les caractéristiques du répertoire de combinaisons de

familles de domaines.

3.4.2 Caractéristiques du répertoire de combinaisons de familles de domaines

L'analyse du répertoire de combinaisons de familles de domaines suggère que 65% des

protéines bactériennes présentent au moins deux domaines (Teichmann et al., 1998; Apic et

al., 2001). Ce pourcentage est très inférieur à celui des organismes eucaryotes dont plus de

80% des protéines sont des protéines multi-domaines (Apic et al., 2001).

L'analyse de ce répertoire montre également que certains domaines sont préférentiellement

répétés en tandem au sein d'une même protéine. Toutefois, la proportion de protéines

bactériennes présentant des domaines dupliqués en tandem est faible (4%). Il en est de même

de la proportion de familles de domaines dont les domaines peuvent être dupliqués en tandem

au sein d'une même protéine (14%) (Apic et al., 2001).

Apic et al. (2001) ont analysé le répertoire de domaine dans le but d'estimer le caractère

versatile des domaines. La versatilité est, selon Apic et al. (2001), la propriété qu'a un

domaine d'une famille donnée d'être associé à des domaines appartenant à de nombreuses

familles différentes. Cette analyse montre que le caractère versatile est très variable selon les

familles (Apic et al., 2001). En effet, les domaines d'une grande majorité de familles sont peu

versatiles, les domaines ne sont majoritairement associés qu'à des domaines appartenant à une

ou deux familles. En revanche, les domaines d'une minorité de famille sont au contraire très

versatiles. Le domaine P-Ioop nuc1eotide triphosphate hydrolase serait le plus versatile de

tous; il est rencontré dans 47 combinaisons différentes. Les domaines de cette famille

catalysent l'hydrolyse d'ATP ou de GTP et peuvent avoir une fonction de kinase ou de

transférase. Les domaines Rossman sont également très versatiles : ils ont été rencontrés dans

29 combinaisons différentes. Ces domaines sont capables de réduire ou d'oxyder le cofacteur

NAD(P)(H), et de transmettre le pouvoir réducteur ou oxydant produit par la réaction.

Il est à noter qu'un domaine qualifié de peu versatile par Apic et al. (2001) ne signifie pas

qu'il évolue peu par réassortiment de domaines. En effet, les réassortiments peuvent être

restreints aux domaines appartenant à la même famille. Etant donné que deux domaines d'une

même famille de la banque SCOP peuvent avoir des fonctions, certes apparentées, mais

différentes, un réassortiment impliquant des domaines appartenant à une même famille peut

engendrer la création d'une nouvelle fonction.
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3.4.3 Origine du caractère disparate de la versatilité des domaines

3.4.3.1 Contraintes sur la recombinaison des séquences d'ADN

Les réarrangements de modules de gène, codant des domaines protéiques, sont facilités par

l'existence des introns chez les organismes eucaryotes dont les gènes ont une structure

exon/intron. En effet, les bornes des exons ont tendance à coïncider avec les bornes des

domaines protéiques (Liu et Grigoriev, 2004). Cette coïncidence entre les bornes des exons et

des domaines serait propice aux réassortiments de domaines. En effet, le réassortiment de

domaines protéiques nécessite dans ce cas le réassortiment d'exons (ou exon shuffling). Or, la

fonction d'intron impose peu de contraintes de séquence. Ainsi, les introns pourraient être des

régions favorables à l'accueil de bornes de réarrangements responsables de réassortiments

d'exons, et par conséquent de réassortiment de domaines (Gilbert, 1978; Patthy, 1991; 1994).

En revanche, les organismes dont les gènes ne présentent pas d'intron ne peuvent pas

bénéficier de cet avantage. Chez ces organismes, les bornes des réarrangements aboutissant à

des réassortiments de domaines doivent être situées à l'intérieur des régions codantes. La

contrainte qui en découle est que le réarrangement doit respecter la phase de lecture. Cette

contrainte pourrait être un des facteurs à l'origine du plus faible pourcentage de protéines

muIti-domaines chez les organismes procaryotes par rapport aux organismes eucaryotes (Apic

et al., 2001).

3.4.3.2 Certaines fonctions élémentaires sont requises en grand nombre,

d'autres pas

Les domaines les plus versatiles sont des domaines impliqués dans l'hydrolyse de l'ATP

ou le GTP et dans l'utilisation du pouvoir redox du NAD(P)(H). Ces fonctions sont

nécessaires au déroulement d'un très grand nombre de réactions catalysées au sein de la

cellule. C'est d'ailleurs probablement la raison pour laquelle ces domaines, en plus d'être les

plus versatiles, sont les plus abondants (Apic et al., 2001). En revanche, il est vraisemblable

que la fonction de certains domaines ne soit requise que dans un petit nombre d'associations.

Ainsi, le caractère versatile des domaines pourrait être disparate car certaines fonctions

élémentaires sont requises plus fréquemment que d'autres.

3.4.3.3 Nécessité d'une co-adaptation des domaines

Une mutation ponctuelle située dans un gène et qui est désavantageuse pour son maintien

peut être, soit maintenue, soit contre-sélectionnée. Cette mutation peut entre autres être

maintenue par mutation suppressive. Dans le cas d'une protéine muIti-domaine, la

modification de l'activité d'un domaine due à une mutation peut être compensée par une

mutation affectant l'activité d'un autre domaine. En effet, la protéine SmNifA de

Sinorhizobium meliloti présente trois domaines : un domaine de liaison à l'ADN, un domaine

d'activation de la transcription et un domaine de régulation. Son domaine de fixation à l'ADN

interagit faiblement avec sa séquence cible par rapport aux protéines NifA des autres

organismes (Juarez et al., 2000). Il a été montré que cette caractéristique résulte d'une

mutation ponctuelle d'un résidu conservé chez les autres protéines NifA. Toutefois, la faible

capacité du domaine de liaison à se fixer à l'ADN est compensée par une très haute efficacité

du domaine d'activation par rapport aux autres protéines NifA. Cette différence d'efficacité
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est due à une mutation d'un résidu d'acide aminé du domaine d'activation. Les auteurs

suggèrent que le domaine de fixation à l'ADN et le domaine d'activation ont co-évolué et que

le résultat de cette co-évolution ait été le maintien d'une activité globale constante de la

protéine, bien que l'activité de chacun des domaines ait fluctué (Juarez et al., 2000).

Compte tenu de cette co-évolution des domaines, il est vraisemblable que la génération

d'une nouvelle combinaison de domaines ne soit pas directement productive et que la

fonctionnalité de la protéine chimérique nécessite une co-adaptation des domaines

nouvellement associés. La nécessité d'une co-adaptation de ces domaines pourrait être un

facteur favorisant la contre-sélection de la combinaison nouvellement formée et pourrait

expliquer le faible caractère versatile de certains domaines.
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4 Obj~di(s

L'objectif initial de cette thèse visait à caractériser l'implication de gènes de

Streptoeoeeus thermophilus dans la défense contre le stress oxydant. S. thermophilus est une

bactérie non pathogène utilisée en industrie agroalimentaire pour la production de produits

laitiers, à partir desquels toutes les souches connues ont été isolées. Sa température optimale

de croissance est 42°C et elle fermente les carbohydrates pour produire de l'acide lactique

(Schleifer, 1986). Lorsqu'elle est cultivée en milieu lait l'abaissement du pH, résultant de

cette production d'acide lactique, est responsable de la précipitation des caséines du lait,

entraînant la formation d'un gel appelé coagulum.

C'est une bactérie Gram positive dont le génome est constitué d'un unique chromosome

circulaire de 1,8 Mb d'ADN constitué d'un faible pourcentage en base G+C (39%). La

comparaison du génome de deux souches de S. thermophilus, les souches CNRZ1066 et

LMG18311, révèle un faible polymorphisme (0,15%), suggérant que leur ancêtre commun

vivait il y a entre 3000 et 30000 ans. L'émergence de S. thermophilus coïncide avec le

moment où l'homme aurait commencé à produire des laitages fermentés, il y a environ 7000

ans (Bolotin et al., 2004).

Au commencement de ces travaux de thèse, nous disposions de mutants, obtenus par

mutagenèse insertionnelle aléatoire présentant potentiellement une sensibilité accrue au stress

superoxyde par rapport à la souche sauvage. Durant les expériences de confIrmation de cette

sensibilité, nous avons identifié un mutant présentant de longues chaînes de cellules.

Bien que ce mutant ne présente pas de sensibilité au stress superoxyde, sa caractérisation

permettait toutefois d'aborder un tout autre thème d'intérêt: la ségrégation des cellules de

S. thermophilus. Des gènes impliqués dans la ségrégation cellulaire sont connus chez les

autres coques se développant sous la forme de chaînes. Chez S. pneumoniae, la ségrégation

cellulaire est conférée par les gènes lytA et lytB (Sanchez-Puelles et al., 1986; Garcia et al.,

1999), et chez L. laetis par aemA (Buist et al., 1995). Or l'analyse du génome de

S. thermophilus ne révèle pas d'homologue de ces gènes. Ainsi, la caractérisation de ce

mutant de S. thermophilus ouvrait la possibilité d'identifier un nouveau gène impliqué dans la

ségrégation cellulaire.

La section résultat est composée de trois parties :

- la première partie est consacrée à la caractérisation de gènes impliqués dans la défense

contre le stress oxydant. Les résultats y seront présentés succinctement et le lecteur est invité

à se reporter à l'article 1 figurant en annexe pour plus de détails.

- la seconde partie, fera état de l'ensemble des données obtenues sur le gène ese. Seront

notamment exposés les résultats prouvant l'implication de ce gène dans la ségrégation

cellulaire. L'étude des caractéristiques génétiques de ese, c'est-à-dire ses caractères

chimérique, variable et mosaïque, y seront présentés en détails.
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- dans la troisième partie, seront présentés les résultats obtenus suite aux expériences

visant à déterminer si la méthode de sélection de mutants de la longueur des chaînes, méthode

mise au point chez L. lactis (Mercier et al., 2002), est applicable à S. thermophilus.
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Matériel et méthodes

La plupart du matériel et des méthodes utilisés dans ce travail sont décrits dans les articles

1 et 2 figurant en annexe. Ceux qui n'y sont pas décrits sont présentés ici.

1 COllsbuetioo. de mutants par remplaeemeut aIlüi ue
La méthode consiste à remplacer un allèle du génome de S. thermophilus par un allèle

mutant grâce à deux événements de recombinaison homologue situés de part et d'autre des

régions à remplacer. L'allèle mutant, cloné dans le plasmide pGh9, est flanqué des régions

destinées à être la cible du double événement de recombinaison homologue (Figure 21).

La souche de S. thermophilus devant subir le remplacement allélique est transformée avec

le plasmide contenant la construction nécessaire (voir les articles 1 et 2 pour le détail des

constructions). Les transformants sont sélectionnés à température permissive (30°C) en

présence d'érythromycine (5 J.lg/ml).

Puis, un des transformants est ensemencé au lIl00ème en milieu Ml7 liquide supplémenté

par 2 J.lg/ml d'érythromycine, incubé pendant 2 heures 30 minutes à 30°C puis 2 heures

30 minutes à 42°C et enfin étalé sur milieu Ml7 solide supplémenté par 2 J.lg/ml

d'érythromycine et incubé à 42°C en jarre anaérobie. La température de 42°C étant restrictive

pour le plasmide, ceci permet de sélectionner des événements de simple recombinaison,

donnant lieu à l'intégration du plasmide au sein du chromosome, au locus ciblé.

Afin d'accomplir un remplacement allélique, des événements de double recombinaison,

dérivant d'un simple recombinant, sont sélectionnés par la perte de la résistance à

l'érythromycine. Pour cela, un clone ayant subi l'intégration du plasmide par un événement

unique de recombinaison homologue est ensemencé au 1I1000ème en milieu Ml7 liquide non

supplémenté en érythromycine et incubé pendant 24 heures à 30°C, afin de favoriser

l'excision du plasmide par recombinaison homologue. Les cellules sont étalées sur milieu

Ml7 solide non supplémenté en érythromycine, et incubées en jarre à 42°C. Parmi ces clones,

ceux qui ont perdu la résistance à l'érythromycine sont sélectionnés par réplique.

Ces doubles recombinants peuvent, soit avoir recouvré la séquence originale, soit avoir

intégré l'allèle porté par le plasmide. L'ultime sélection des clones ayant effectivement subi le

remplacement allélique est effectuée par analyse moléculaire.

2 Analyses phénotypiques

2.1 Stress oxydant

2.1.1 Courbe de survie des cellules en présence de ménadione

Afin de tester la sensibilité au stress oxydant d'une souche, la survie des cellules en

présence d'une gamme de concentrations en ménadione a été étudiée. Pour cela, une culture

cellulaire en phase exponentielle de croissance (D0600 = 0,6) est aliquotée par 1 ml, et chaque

aliquot est incubé, pendant 3 heures, avec une concentration donnée de ménadione (de 0 à

20 mg/ml). Les suspensions cellulaires sont ensuite diluées jusqu'à la dilution appropriée,
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Figure 21 Représentation schématique de la méthode de
mutagénèse dirigée par remplacement d'allèles
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étalées sur milieu TPPY gélosé, puis incubées pendant 20 heures en jarre anaérobie. Le

pourcentage de survie est calculé en rapportant le nombre de colonies obtenu après traitement,

à celui obtenu en absence d'agent oxydant. Concernant les mutants issus de la collection de

mutants d'insertion, chaque clone est traité en parallèle à un clone issu de cette même

collection (le clone 2C3) afin d'identifier d'éventuels artefacts. Le clone 2C3 a été choisi

comme témoin car il ne présente ni résistance ni sensibilité particulière au stress oxydant.

2.1.2 Test de diffusion sur boîte

Une culture cellulaire est ensemencée au l/lOOème en milieu TPPY liquide à partir d'une

culture en milieu lait elle-même ensemencée la veille. Une fois en phase exponentielle de

croissance (D06oo = 0,6), un volume de 200 III de cette culture est ajouté à 4 ml de TPPY Top

agar en surfusion. Ce mélange est homogénéisé, puis déposé sur une boîte de Pétri contenant

20 ml de milieu TPPY. Une fois la gélose solidifiée, un disque imbibé de 10 III d'une solution

d'agent oxydant est déposé à sa surface et la boîte est incubée pendant 20 heures à 42°C.

Un gradient de concentration est généré par diffusion de l'agent oxydant, à partir du disque

imbibé. Ainsi, suite à ce traitement, il se délimite autour du disque, sur un tapis confluent de

cellules, une zone d'inhibition de la croissance.

2.2 Adhésion à une surface en verre

Les tests d'adhésion ont été réalisés comme l'ont décrit Mercier et al. (2002). Des cellules

cultivées sur la nuit en milieu M17 ont été collectées par centrifugation, lavées trois fois avec

du milieu M17 frais, puis resuspendues dans du milieu M17 frais à une D0600nm finale de 0,1.

Les lames de verre, chacune placée dans une boîte de Pétri, sont incubées en présence de

30 ml de suspension bactérienne, à 20°C pendant 4 h. Ensuite les lames sont rincées

délicatement 5 fois avec de l'eau distillée stérile, puis colorées avec une solution dans l'eau

d'acridine orange (0,01 %). Les cellules colorées sont visualisées et photographiées grâce à un

microscope à épifluorescence (Leica DMLB, Tokio, Japon), équipé d'un objectif 10X. Les

images sont analysées avec le logiciel IMAGETOOL afin d'estimer le pourcentage de cellules

recouvrant la lame de verre.

2.3 Dosage d'exopolysaccharides

Les exopolysaccharides (EPS) produits par S. thermophilus sont extraits selon la

méthode de Robson et al. (1974) et dosés selon la méthode de Dubois et al. (1951). Les

souches de S. thermophilus sont cultivées dans 25 ml de milieu lait durant une nuit. Ensuite

les protéines sont précipitées grâce à une solution de TCA (20%), puis séparées par

centrifugation à 20000 g pendant 20 min. Le surnageant est prélevé et un 1 volume

d'acétone à 4°C est ajouté afin de précipiter les EPS durant la nuit à 4°C. Les EPS sont

séparés de la phase liquide par centrifugation à 20000 g pendant 20 min, puis solubilisés

dans 500 III d'eau ultra pure pendant 2 h à température ambiante. Ensuite, 1 volume d'une

solution de TCA (20%) est ajouté afm de précipiter les protéines résiduelles. Les protéines

précipitées sont séparées de la phase liquide contenant les EPS par centrifugation à

20000 g pendant 20 min. Les EPS sont à nouveau précipités avec de l'acétone à 4°C,
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pendant 15 min à 4°C. Les EPS sont séparés de la phase liquide par centrifugation à

20000 g pendant 20 min, puis solubilisés dans 1 ml d'eau pendant 2 h à température

ambiante. Afm d'estimer la concentration en EPS, 50 III de phénol sont ajoutés à 1 ml de la

solution d'EPS dilué au ~. Puis 5 ml d'acide sulfurique à 98% sont ajoutés. L'ensemble

est vortexé puis incubé à température ambiante pendant la min, incubé à 30°C pendant

la min, puis la D0490nm est lue. Une gamme étalon est réalisée selon le même protocole

avec des solutions de glucose (concentration: la, 20, 50, 80, 100, 150 mg/l) afm de

pouvoir estimer la concentration en EPS, en équivalent glucose.
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RESULTATS

1 dentifieation du. gène cse par taraetèdsation de gèn~ impliqu~ dans la
dèfense e.ootre le str~ ~ydaot

La majeure partie des résultats présentés dans ce chapitre est détaillée dans l'article 1 figurant
en annexe.

1.1 Isolement de onze mutants sensibles à la ménadione
Des travaux antérieurs visaient à identifier des gènes impliqués dans la défense contre le

stress oxydant chez S. thermophilus CNRZ368 (thèse d'Annabelle Thibessard, 2002). A cette

[m, une banque de mutants de S. thermophilus avait été construite par mutagenèse

insertionnelle aléatoire. Cette mutagenèse avait été réalisée grâce au plasmide pGh9:ISSl,

plasmide à réplication thermosensible (Maguin et al., 1996) capable de se transposer

aléatoirement dans le génome de S. thermophilus (Thibessard et al., 2002a).

Une collection de 2112 mutants ainsi obtenue avait été criblée sur le critère de sensibilité et

de résistance à la ménadione, agent générateur d'ions superoxydes. Ce criblage avait permis

d'isoler onze mutants présentant potentiellement une sensibilité accrue au stress superoxyde.

1.2 Identification de dix mutants sensibles au paraguat
Mon travail de thèse a débuté par la confirmation de la sensibilité au stress superoxyde de

ces onze mutants. En effet, la sensibilité des mutants à la ménadione pouvait résulter soit des

dommages occasionnés par les ions superoxydes dont elle est à l'origine, soit d'une toxicité

secondaire de la ménadione. Afin de tester ces hypothèses, le niveau de sensibilité au

paraquat, un autre agent générateur d'ions superoxydes, a été estimé pour chacun de ces

mutants. Les résultats montrent que tous les mutants, sauf le mutant 16D10, sont sensibles au

paraquat (cf article 1 Figure 1). Ainsi, dix des onze mutants sont à la fois sensibles à la

ménadione et au paraquat ; ces mutants sont donc sensibles au stress superoxyde.

Les régions flanquant les loci interrompus dans le génome de ces mutants ont été clonées

puis séquencées. Les analyses de séquences avaient montré que le plasmide s'était intégré au

sein d'une üRF (thèse Annabelle Thibessard, 2002). Les ÜRF interrompues dans ces mutants

sont ainsi impliquées dans la défense contre le stress superoxyde, puisque leur inactivation

conduit à une sensibilité à ce stress. Ces gènes ont par la suite été nommés ossA à ossJ, pour

Qxydative ~tress ~ensitive. Les analyses in silico des gènes oss ont permis de les classer en

cinq catégories sur le critère de leur fonction putative:

-la structure de la paroi et la morphologie cellulaire: les gènes ossA, ossB et osse

codent respectivement des protéines homologues de MreD, RodA et PBP2b. Les

mutants de ces gènes présentent des cellules de forme sphérique, celles de la souche
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sauvage étant de forme ovoïde. Ces mutants présentent également de plus longues

chaînes de cellules par rapport à la souche sauvage.

-la synthèse des exopolysaccharides: le gène ossD code la protéine CpsX

potentiellement impliquée dans l'export d'exopolysaccharides.

-la maturation des ARNt: les gènes ossE et ossF codent respectivement des

protéines homologues de la tRNA guanine transglycosylase (TGT) et de TrmA. Ces

deux protéines modifient des ARNt post-transcriptionnellement.

-le métabolisme du fer: le gène ossH code une protéine homologue de la protéine

FatD, une perméase d'un ABC transporteur de Fer. Les gènes ossI et ossJ codent

respectivement des protéines homologues de SufD et IscU, deux protéines

impliquées dans la biosynthèse et/ou la réparation des centres [Fe-S].

-les gènes de fonction inconnue: le gène osso.

1.3 Niveau de sensibilité du mutant 16D10 au stress oxydant
Lors des tests de sensibilité au paraquat, le mutant 16DlO contrairement aux autres n'a pas

révélé de niveau de sensibilité significativement différent de celui de la souche témoin. Ce

résultat pouvait signifier que ce mutant est sensible à un effet secondaire de la ménadione.

Toutefois, une autre hypothèse pouvait être que ce mutant est sensible, non pas au stress

superoxyde, mais au stress peroxyde. Il a en effet été montré qu'un stress superoxyde

engendre également un stress peroxyde, le peroxyde d'hydrogène étant produit par

dismutation de radicaux superoxydes (Fridovich, 1983). Par conséquent, le niveau de

sensibilité à d'autres agents oxydants, ainsi que le niveau de sensibilité à la ménadione, en

guise de vérification, a été estimé. Les autres agents testés ont été le cumène hydroperoxyde

et le peroxyde d'hydrogène, deux agents générateurs de stress peroxyde.

Les résultats montrent que le mutant présente un niveau de sensibilité à ces différents

stress, y compris celui occasionné par la ménadione, qui n'est pas significativement différent

de celui de la souche témoin (Figure 22). Ainsi, bien que le mutant 16D10 ait été sélectionné

pour sa sensibilité à la ménadione lors du criblage de la banque de mutants, aucune des

conditions de stress testées n'a permis de révéler de sensibilité au stress oxydant. Trois

hypothèses peuvent expliquer ces résultats: le mutant 16D10 est un «faux positif» et n'est

pas impliqué dans la défense contre le stress oxydant, les conditions expérimentales n'ont pas

permis de révéler sa sensibilité, ou alors au cours des sous-clonages de la souche mutante, un

mutant suppresseur du phénotype de sensibilité au stress superoxyde a été sélectionné.

1.4 Le mutant 16D10 présente de longues chaînes
Lors de l'étude du comportement du mutant 16D10 vis-à-vis du stress oxydant, les souches

bactériennes ont été cultivées en milieu liquide non agité. Une observation au microscope

photonique à contraste de phase a révélé que les chaînes de cellules de la souche mutante sont

plus longues que celles de la souche sauvage (Figure 23). Ce résultat suggérait que le locus

interrompu dans le génome de ce mutant est impliqué dans la ségrégation cellulaire. Or le

génome de S. thermophilus ne présente pas de gène homologue des gènes lytA et lytB de

S. pneumoniae et du gène aemA de L. laetis, gènes impliqués dans la ségrégation cellulaire
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Figure 22 : Niveau de sensibilité du mutant 16D10 à différents stress
oxydants
Le niveau de sensibilité de la souche mutante 16D10 à différents stress a été
comparé à celui de la souche témoin 2C3. La souche 2C3 présente au sein de
son génome une copie du plasmide pGh9:ISS1, plasmide qui avait été utilisé
pour effectuer la mutagenèse insertionnelle aléatoire. Il avait été montré que
cette souche ne présente pas de comportement différent de celui de la souche
sauvage vis-à-vis du stress oxydant. Elle constitue ainsi un témoin négatif de
l'influence du plasmide sur le comportement de S. thermophilus vis-à-vis du
stress oxydant.
A. Estimation de la capacité à se diviser suite à un stress occasionné par la
ménadione en milieu liquide.
B. Estimation du niveau d'inhibition de croissance en milieu gélosé, en
présence d'agent oxydant, par la méthode de diffusion sur boîte (voir matériels
et méthodes). Les valeurs présentées dans le tableau correspondent à des
diamètres d'inhibition de croissance exprimés en cm.
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Figure 23 : Phénotype des chaînes de cellules de la souche mutante
16D10 et de la souche sauvage CNRZ368
Les souches bactériennes ont été cultivées en milieu TPPY liquide non agité
jusqu'en milieu de phase exponentielle (D060onm=0,6). Les chaînes ont été
photographiées en microscopie à contraste de phase à un grossissement de
1000.
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chez ces organismes (Sanchez-Puelles et al., 1986; Buist et al., 1995; Garcia et al., 1999). Le

mutant 16DlO ouvrait ainsi la possibilité d'identifier un nouveau gène impliqué dans la

ségrégation cellulaire.
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Une partie des résultats présentés dans ce chapitre est également présentée dans l'article 2
figurant en annexe.

2.1 Le gène cse est impliqué dans la ségrégation cellulaire
2.1.1 Le locus interrompu dans le génome du mutant 16DI0 est l'ORF cse codant

potentiellement une protéine de surface
L'analyse de la séquence du locus interrompu au sein du génome du mutant 16DIO avait

révélé que le plasmide pGh9:ISSJ interrompt une ORF de fonction inconnue (thèse

d'Annabelle Thibessard, 2002). Cette ORF a été nommé cse pour Qell ~egation.

L'üRF cse, de 1386 pb, est précédée d'un site putatif de fixation de ribosomes (Figure 24).

Un promoteur constitué d'une boîte -10 étendue et d'une boîte -35 a également été identifié

en amont de l'üRF cse. Un terminateur de transcription potentiel constitué d'une séquence

pouvant adopter une structure ·tige-boucle et d'une succession de quatre résidus thymine, a été

identifié 18 pb en aval du codon stop de l'üRF cse. Ces données de séquences suggèrent que

l'üRF cse pourrait être transcrite de façon monocistronique.

Cette üRF code une protéine de 461 aa présentant potentiellement, à son extrémité

N-terminale, un peptide signal clivable, suggérant que Cse serait extracellulaire (Figure 24).

L'analyse de la séquence de Cse avec le programme HMMTOP a permis de détecter deux

hélices transmembranaires potentielles, la première allant du résidu 71 au résidu 95, et l'autre

du résidu 380 au résidu 402. En revanche, lorsque cette même séquence est analysée avec les

programmes TMHMM, DAS et PRED-TMR2, aucune hélice transmembranaire n'est prédite.

Il est donc probable que la protéine Cse ne présente pas de région transmembranaire.

Une interrogation de la banque de données CDD (Conserved Domain Database), avec le

logiciel BLAST, a révélé que la région comprise entre les résidus 53 et 96 s'alignerait de

façon fiable (expect=5e-08) avec 95,7 % du domaine LysM. La région qui est comprise entre

les résidus 347 et 460 s'alignerait de façon fiable (expect=2e-19) avec 93,7 % du domaine

CHAP (pour QYsteine, b.istidine-dependent ~midohydrolase/Qeptidase). Le domaine LysM est

un domaine d'attachement à la paroi cellulaire (Steen et al., 2003), et le domaine CHAP

pourrait présenter une activité hydrolase du peptidoglycane dans les protéines de surface

(Bateman et Rawlings, 2003; Heilmann et al., 2003; Rigden et al., 2003).

Les résultats des recherches d'identités avec les séquences présentes dans les banques de

données sont présentés § 2.8.

Ainsi, le gène interrompu au sein du génome du mutant J6DJO a été nommé cse. Il

coderait une protéine extracellulaire liée à la paroi cellulaire et impliquée dans 1'hydrolyse

du peptidoglycane.
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Figure 24 : Représentation schématique du locus cse et de la protéine Cse
La position 1 de la séquence nucléotidique a été arbitrairement attribuée au premier
nucléotide de l'ORF cse.
A. Séquence partielle de la région située en amont de l'ORF cse contenant le
promoteur putatif et le site putatif de fixation du ribosome RBS (ribosome Qinding
~ite). Les pointillés remplacent des séquences non représentées.
B. Représentation schématique du locus cse.
C. Représentation schématique de la protéine Cse et de ses domaines putatifs.
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2.1.2 Construction d'un mutant présentant une délétion de l'üRF cse

Afin de confirmer l'implication de cse dans la ségrégation cellulaire, un mutant, présentant

une délétion en phase de la quasi totalité de l'ORF cse, a été construit chez la souche

S. thermophilus CNRZ368. La délétion est effectuée en phase dans le but d'inactiver le gène

cse en minimisant les risques d'affecter, par effet polaire, l'expression des gènes

environnants.

Afin de construire ce mutant, deux produits de PCR, flanquant la région de l'ORF cse à

déléter, ont été clonés dans le plasmide pGh9. La construction résultante, qui a été vérifiée par

séquençage, a été introduite dans S. thermophilus CNRZ368 afin de sélectionner le

remplacement de l'allèle cse sauvage par l'allèle mutant au locus chromosomique (voir

Matériels et Méthodes). La souche CNRZ368-~cse sélectionnée présente un allèle mutant

constitué des trois premiers et quatre derniers codons de l'ORF cse, eux-mêmes flanquant un

site de restriction EcoRI (Figure 25). La présence de ce site de restriction résulte de la

procédure de clonage des fragments de PCR: il a été ajouté dans le but d'augmenter

l'efficacité de la réaction de ligation des produits de PCR l'un avec l'autre lors de la

construction du plasmide. La séquence de ce site étant GAATTC, celle-ci sera traduite en la

séquence Glu-Phe et n'induira ainsi pas de décalage du cadre de lecture.

2.1.3 Longueur des chaînes du mutant CNRZ368-Llcse

Les souches sauvage CNRZ368 et mutante CNRZ368-Llcse ont été cultivées 20 heures en

milieu TPPY non agité. Suite à 20 heures de cultures, les cellules sont en phase stationnaire

prolongée. Des observations au microscope photonique ont révélé que les chaînes de cellules

de la souche CNRZ368-~cse sont plus longues que celles de la souche sauvage CNRZ368

(Figure 26 A et B). Le nombre de cellules par chaîne a été compté.

Les résultats de comptabilisation du nombre de cellules par chaîne peuvent être représentés

de deux manières. Dans les deux cas, en abscisse est représenté le nombre de cellules par

chaîne et en ordonnée est représenté soit le pourcentage de chaînes soit le pourcentage de

cellules. La représentation du pourcentage de cellules en ordonnée a été préférée car celle-ci

présente l'avantage de rendre compte de l'activité de ségrégation cellulaire. En effet, prenons

l'exemple d'une population théorique de 100 châmes de cellules constituées de deux

longueurs différentes: 2 et 100 cellules. Cette population est constituée de 50 chaînes de 2

cellules et de 50 chaînes de 100 cellules, soit 50% de chaînes dans chacune des catégories

(Figure 27 A). Cela représente 100 (soit 2%) et 5000 (soit 98%) de cellules incluses

respectivement dans des chaînes de 2 et 100 cellules. Deux graphiques ont été représentés à

partir de ces données (Figure 27 B et C). Contrairement à la représentation graphique

présentée Figure 27 B, celle présentée Figure 27 C rend compte du nombre de liens

intercellulaires non rompus, et donc de l'activité de ségrégation cellulaire. En effet, une

chaîne de deux cellules présente un unique lien intercellulaire, tandis qu'une chaîne de 100

cellules en présente 99.

Les souches de S. thermophilus ont été cultivées sans agitation, afm d'éviter la cassure des

chaînes. Les cellules ont été ensuite suspendues délicatement par inversion des tubes. Puis, le

nombre de cellules par chaîne a été comptabilisé par observation au microscope photonique à

contraste de phase.
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~cse ATG TTA TCA GAA TTC ATT TAT CCA T

cse ATG nA TCA ATT TAT CCA TAA

Figure 25 : Représentation schématique de la délétion en
phase de la quasi totalité de l'ORF cse
Les flèches représentent les ORF, les deux traits obliques indiquent
que l'ORF est partiellement représentée. Les pointillés remplacent
des séquences non représentées
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Figure 26 : Phénotype des chaînes de cellules de la souche sauvage. de la
souche mutante CNRZ368-âcse et de celles en dérivant, en milieu TPPY
Les souches bactériennes ont été cultivées en milieu TPPY liquide non agité
pendant 20h à 42°C. Les chaînes ont été photographiées à des grossissements de
100 (A. et C.) et de 1000 (B.).
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Figure 27: Exemple théorique de représentations de résultats issus de la
comptabilisation du nombre de cellules par chaîne au sein d'une population
A. Tableau rassemblant les valeurs relatives à une comptabilisation théorique de
100 chaînes de cellules.
B. Graphique représentant le pourcentage de chaînes en fonction du nombre de
cellules par chaîne.
C. Graphique représentant le pourcentage de cellules en fonction du nombre de
cellules par chaîne.
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Les résultats montrent qu'en phase stationnaire, 15 % des chaînes de la souche sauvage

CNRZ368 présentent plus de 100 cellules par chaîne, alors que 100 % des chaînes de la

souche mutante CNRZ368-~cse se situent dans cette même catégorie (Figure 28 A). Il est à

noter que les chaînes de la souche mutante étant fortement emmêlées (Figure 26 A) le nombre

de cellules par chaîne n'est généralement que partiellement comptabilisable. C'est pourquoi la

dernière catégorie de chaînes présentées Figure 28 regroupe les chaînes présentant un nombre

de cellules supérieur à 100. Toutefois, le plus grand fragment de chaîne mutante ayant été

comptabilisé est constitué de 440 cellules, alors qu'aucune chaîne de la souche sauvage ne

présente plus de 140 cellules.

Le nombre de cellules par chaîne a également été compté en phase exponentielle (Figure

28 B). Cette comptabilisation a révélé que la délétion de cse entraîne également un phénotype

de longues chaînes en phase exponentielle de croissance, montrant que le phénotype est

observé quel que soit la phase de croissance.

Le phénotype de la souche mutante a également été analysé en milieu lait ainsi qu'en

milieu Ml7 (Figure 29 et 30). La souche CNRZ368-~cse présente également un phénotype de

chaînes longues, suggérant que l'expression du phénotype n'est pas dépendante du milieu de

culture.

L'observation des cellules ~ un grossissement de 1000 en microscopie à contraste de phase

n'a pas révélé de modifications majeures de la morphologie cellulaire suite à la délétion de

cse (Figure 31). Le gène cse ne jouerait ainsi pas de rôle majeur dans la morphogenèse

cellulaire.

2.1.4 Complémentation par ajout d'une copie sauvage de cse

Le vecteur utilisé pour réaliser l'expérience de complémentation est le plasmide intégratif

pNST260+, construit récemment au laboratoire (Pavlovic, 2004). C'est un plasmide dérivé de

pGh9, dans lequel a été cloné le locus int-attf de ICEStl. Ce plasmide pNST260+ est capable

d'intégrer le chromosome de la souche S. thermophilus CNRZ368 au site attR d'ICEStl, un

élément intégratif résident (Burrus et al., 2000). Le gène int qu'il porte, code une intégrase

putative catalysant des événements de recombinaison site-spécifique entre le site attI, porté

par le plasmide, et le site attR chromosomique.

L'ORF cse, ainsi que son promoteur putatif et son terminateur potentiel, ont été clonés

dans le plasmide pNST260+. La construction résultante pNST260+::cse a été introduite dans

S. thermophilus, et des événements d'intégrations dans le chromosome ont ensuite été

sélectionnés. Le plasmide ayant une réplication thermosensible, cette sélection est opérée par

culture des souches à 42°C, température à laquelle le plasmide ne peut pas se répliquer de

façon autonome, et en présence d'érythromycine. Une expérience analogue a été réalisée en

parallèle avec le plasmide pNST260+ sans l'insert, en guise de témoin. La localisation des

plasmides au site attR d'ICEStl a été contrôlée par hybridation ADN-ADN (résultat non

montré). La souche CNRZ368-~cse présentant le plasmide pNST260+ intégré dans le

chromosome a été nommée CNRZ368-~cse-T, et celle présentant le plasmide pNST260+: :cse

a été nommée CNRZ368-~cse-C.

36



A. 100
Cf) 90(1)

:::J 80
(1)

70u
(1)

60"'0
(1) 50
0)
co 40-c
(1) 30

--R
u...

20:::J
0a. 10

0
0 0
~ ':t

1...... ......
N

• CNRZ368

~ CNRZ368-~cse

~ CNRZ368-~cse-T

o CNRZ368-~cse-C

0
0 0 0 0
<S? CO 0 0

1 ...... ............ ...... 1 fi':t <0 ......
CO

Nombre de cellules par chaîne

B. 100
Cf) 90 • CNRZ368(1)

:::J 80
(1)

70
o CNRZ368-~cse

u
(1)

60"'0
(1) 500)
co 40-c
(1) 30u...
:::J 20
0

~----r-L
a. 10

0
0 0 0 0 0 0
";l ,.

~ cr;> 0 0
~ ~

~ ~ ~ ~ 1 fi
N '<t (0 ~

co

Nombre de cellules par chaîne

Figure 28 : Graphiques représentant l'influence de cse sur la ségrégation
cellulaire
Les souches bactériennes ont été cultivées en milieu TPPY liquide non agité. Au
total, au moins 1000 cellules ont été comptées pour chacune des souches, à
partir de trois cultures indépendantes, en phase stationnaire prolongée (20
heures d'incubation)(A.), ainsi qu'en phase exponentielle, à 00=0,2 (B.). Les
cellules ont été comptées par observation au microscope photonique à contraste
de phase à un grossissement de 1000.
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Figure 29 : Phénotype des chaînes de -cellules de la souche· sauvage et de
la souche mutante CNRZ368-~cse en milieu lait
Les chaînes ont été photographiées en microscopie à contraste de phase à des
grossissements de 200 (A.) et de 1000 (B.), en phase exponentielle de
croissance (pH =5,7).
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Figure 30 : Phénotype des chaînes de cellules de la souche sauvage et de
la souche mutante CNRZ368-Acse en milieu M17
Les chaînes ont été photographiées en microscopie à contraste de phase à des
grossissements de 100 (A.) et de 1000 (B.), en phase stationnaire de croissance
(20 h de culture).
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Figure 31 : Morphologie cellulaire de la souche sauvage et de la souche
mutante CNRZ368-Acse
Les souches bactériennes ont été cultivées en milieu lait liquide (A.) ainsi qu'en
milieu M17 liquide (B.), sans agitation pendant 20h. Les chaînes ont été
photographiées à un grossissement de 1000.
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2.1.5 Complémentation du phénotype de chaînes longues de la souche
CNRZ368-~cse

Les chaînes de cellules de la souche CNRZ368-Ôcse-C ont été observées au microscope

photonique (Figure 26 C) et leur nombre de cellules a été compté (Figure 28 A). Les résultats

montrent que l'ajout de cse dans le génome de la souche CNRZ368-Ôcse permet de restaurer

le phénotype sauvage.

L'observation des chaînes de cellules (Figure 26 C), ainsi que le comptage du nombre de

cellules par chaîne de la souche témoin CNRZ368-Ôcse-T (Figure 28 A), n'ont pas révélé de

différence par rapport à la souche CNRZ368-ôcse, montrant, comme attendu, que le plasmide

pNST260+ n'a pas d'influence sur la longueur des chaînes de cellules.

Par conséquent, l'ensemble de ces résultats montre que le gène cse est impliqué dans la

ségrégation cellulaire chez S. thermophilus.

2.2 Influence de cse sur la croissance en milieu liquide et en milieu gélosé
La croissance des souches mutante CNRZ368-Ôcse et sauvage a été suivie en fonction du

temps. Cultivées en milieu TPPY, le temps de doublement en phase exponentielle des souches

sauvage et mutante est respectivement de 18 min et de 22 min. Ce résultat montre que la

délétion de cse a peu ou pas d'influence sur la capacité des cellules à se diviser. La souche

sauvage CNRZ368 et la souche mutante CNRZ368-Ôcse entrent en phase stationnaire

respectivement à une valeur de D0600nm de 0,66 +/- 0,074 et de 0,50 +/- 0,029. Il semblerait

que la souche mutante entre en phase stationnaire à une valeur de D0600nrn légèrement

inférieure à celle de la souche sauvage.

L'observation des flacons de culture a révélé que la souche mutante se caractérise par une

floculation beaucoup plus marquée comparativement à la souche sauvage (Figure 32 A). Cette

floculation est suivie d'une sédimentation précoce des cellules de la souche mutante,

comparativement à la souche sauvage (Figure 32 B).

Les différentes souches ont été cultivées 20 heures, en aérobiose, en milieu TPPY gélosé.

L'observation des colonies a révélé que celles de la souche mutante CNRZ368-Ôcse ont une

morphologie différente de celles de la souche sauvage CNRZ368 (Figure 33). En effet, les

colonies de la souche mutante sont plus grandes et moins opaques que celles de la souche

sauvage. Ce résultat est confIrmé par l'expérience de complémentation.

2.3 Influence de cse sur l'adhésion des cellules à une surface non biotique
Il a été montré que la longueur des chaînes pouvait avoir une influence sur la capacité des

1actocoques et des streptocoques à adhérer à des surfaces abiotiques (Mercier et al., 2002).

Plus les chaînes de cellules sont longues et plus la capacité à adhérer diminue.

La capacité à adhérer à une surface en verre a été évaluée pour la souche sauvage et les

souches mutantes de S. thermophilus (collaboration avec S. Kulakauskas, URLGA, INRA

Jouy-en-Josas). Des cellules de chacune de ces souches suspendues en milieu M17 ont été

incubées 4 h à 20°C dans une boîte de Pétri contenant une lame de verre. Les lames ont

ensuite été lavées avec de l'eau stérile afm de retirer les cellules n'ayant pas adhéré à la

surface de la lame. Les cellules ont ensuite été colorées à l'acridine orange, un agent
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A. CNRZ368 CNRZ368-~cse

8. CNRZ368 CNRZ368-~cse

Figure 32 : Croissance en milieu liquide de la souche
sauvage et de la souche mutante CNRZ368-Acse
Photographies de flacons de culture non agité en milieu M17
liquide de souches de S. thermophilus à 10 h (A.) et 15 h (8.)
d'incubation à 42°C. L'ensemencement a été effectué à la
surface du milieu de culture.
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Figure 33 : Morphologie des colonies de la souche sauvage. de la
souche mutante CNRZ368-i\cse et de celles en dérivant
Les souches bactériennes ont été cultivées sur milieu TPPY gélosé, en
aérobiose, à 42°C pendant 20 heures. Les colonies ont été
photographiées à un grossissement de 100 au microscope photonique.
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intercalant, et les lames ont été photographiées au microscope à fluorescence. Le pouvoir

adhésif est estimé en pourcentage de surface recouverte par les cellules.

Les résultats montrent que la souche CNRZ368-Ôcse présente un pouvoir adhésif

significativement inférieur à celui de la souche sauvage (Figure 34). Ce résultat a été confmné

par l'expérience de complémentation.

Le gène cse de S. thermophilus est ainsi impliqué dans la ségrégation cellulaire. Son

absence entraîne également une modification de la morphologie coloniale, ainsi qu'une

diminution de la capacité à adhérer à une surface en verre.

2.4 Cse est une protéine extracellulaire

Les analyses de séquence suggèrent que Cse pourrait être exportée grâce à un peptide

signal localisé à son extrémité N-terminale. Afm de déterminer si Cse est effectivement une

protéine extracellulaire, l'üRF cse a été fusionnée au gène rapporteur tispnuc de S. aureus. Ce

gène code une nucléase dont l'activité enzymatique est repérable en milieu TBD-agar. Ce

milieu contient de l'ADN, de l'agar et du bleu de Toluidine. Il est de couleur bleue en

présence d'ADN intact, et vire au rose lorsque l'ADN est dégradé (Lachica et al., 1971). Le

gène Aspnuc est porté par le plasmide autoréplicatifpFUN et n'est sous la dépendance d'aucun

promoteur (Poquet et al., 1998).

L'intégralité de l'üRF cse excepté son codon stop, ainsi que la région contenant son

promoteur putatif situé en amont, ont été clonées dans le plasmide pFUN afin de générer une

fusion traductionnelle cse-tispnuc. Cette construction a été clonée dans E. coli puis introduite

dans S. thermophilus CNRZ368. Après avoir cultivé les deux souches transformées sur milieu

gélosé, les boîtes ont été recouvertes de TBD-agar afm de révéler une activité nucléasique

éventuelle. Un halo rose a été observé autour des colonies d'E. coli et de S. thermophilus

transformées par le plasmide pFUN::cse (résultat non montré). Ce résultat montre que la

protéine de fusion Cse-ôspNuc est extracellulaire.

Le plasmide pFUN: :Aspcse a été construit en parallèle: il correspond au plasmide

pFUN::cse dépourvu de la région codant le peptide signal putatif de Cse. Il doit permettre la

synthèse d'une protéine de fusion ne possédant pas de signal d'export. Lorsque le plasmide

pFUN::Aspcse est introduit dans E. coli ou S. thermophilus, aucun halo rose n'est observé

(résultat non montré), indiquant l'absence de nucléase extracellulaire. Ce résultat montre que

la région du gène cse codant le peptide signal putatif est nécessaire à la localisation

extracellulaire de la protéine de fusion Cse-ôspNuc.

L'ensemble de ces résultats montre que Cse est une protéine extracellulaire, et que sa

localisation extracellulaire est conférée par son peptide signal.

2.5 La protéine Cs.e est-elle une hydrolase du peptidoglycane ?

2.5.1 Hypothèse

Les analyses de séquences indiquent que la protéine Cse présente en C-terminal un

domaine CHAP. Or le domaine CHAP de la protéine Aae de Staphylococcus epidermidis
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Figure 34 : Influence de cse sur le pouvoir adhésif des chaînes de cellules sur
une surface en verre
Les lames de verre ont été photographiées en microscopie à fluorescence (A.) afin
de calculer le pourcentage de la surface recouverte par les cellules à l'aide de

'l'analyseur d'image' IMAGETOOL (B.). Trois expériences indép'endantes ont été
réalisées pour chacune des souches bactériennes. Pour chaque expérience
d'adhésion, le pourcentage de recouvrement a été calculé à partir de 20 clichés
photographiques.
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présente une activité hydrolase du peptidoglycane (Heilmann et a1., 2003). Par ailleurs, il est

décrit dans la littérature que la ségrégation cellulaire résulte d'activité hydrolase de la paroi

détectable par zymographie chez d'autres bactéries (Wuenscher et al., 1993; Buist et al.,

1995; 1 hikawa et a!., 1998; Qin et a1., 1998; Ohnishi et a1., 1999; Canoll et a!., 2003). Il est

donc raisonnable d'envisager que la protéine Cse présente tille activité hydrolase du

peptidoglycane.

2.5.2 Activité lytique d'extraits protéiques bruts de S. thermophilus

Cette hypothèse a été testée par zymographie, méthode permettant de visualiser l'activité

enzymatique d'une protéine après migration électrophorétique. Les protéines extraites de

souches C RZ368 et CNRZ368-Lkse ont été séparées par électrophorèse en gel de

polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE). Le gel de polyacrylamide contient des

cellules autoclavées de S. thermophilus qui rendent le gel opaque. Lors de l'étape de

renaturation, qui suit l'électrophorèse, si une hydrolase du peptidoglycane se renature de

façon native, elle pouna potentiellement entraîner la lyse des cellules incluses dans le gel et

ainsi provoquer un éclaircissement local du gel.

L'activité d'une protéine d'environ 30 kDa est observable dans la piste conespondant à la

souche CNRZ368, sous la forme d'une zone d'éclaircissement (Figure 35). Une zone

d'éclaircissement conespondant à une protéine de taille équivalente est observable dans la

piste conespondant à la souche CNRZ368-~cse (Figure 35). Un test d'activité similaire a été

réalisé avec des cellules de Micrococcus lysodeikticus comme substrat à la place de celles de

S. thermophilus. Dans ce cas, aucune bande de lyse n'a été observée (résultat non montré).

Ainsi, aucune différence n'a été observée en zymographie entre la souche sauvage et la

souche ~cse. La quantité de la protéine Cse pouvant être insuffisante pour que son activité

hydrolase du peptidoglycane soit détectée, il a été envisagé de surproduire la protéine Cse

dans E. coli.

2.5.3 Activité lytique de fragments de Cse surproduits chez E. coli

L'ORF cse a été clonée dans le plasmide pET15b, afin de créer une fusion traductionnelle

avec une queue hexa-histidine localisée à l'extrémité N-terminale de la protéine Cse. Le

plasmide résultant a été nommé pETI5b::cse. Après 4 h d'induction de l'expression du gène

de fusion avec de l'IPTG, les protéines ont été extraites puis séparées par SDS-PAGE. La

comparaison du profil protéique de la souche portant le plasmide pET15b::cse avec celui de la

souche portant le plasmide sans insert n'a pas révélé de différence, indiquant que la protéine

Cse est peu ou pas surproduite chez E. coli (résultat non montré).

Des résultats similaires ont été obtenus avec la protéine AcmB de 1. lactis (Huard et al.,

2003). La protéine entière AcmB n'étant pas surproduite chez E. coli, les auteurs ont

surproduit des fragments de cette protéine. Une approche similaire a été envisagée pour
. . . . . . .

surproduire Cse. L'ORF cse a été clonée en deux fragments: un fragment codant la région de

la protéine Cse comprise entre les résidus d'acides aminés 1 à 183 (comprenant le domaine

LysM) et un autre fragment codant la région allant des résidus d'acides aminés 184 à 461

(comprenant le domaine CHAP) (Figure 36). Ces deux fragments sont produits efficacement

chez E. coli (Figure 35 A).
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Figure 35 : Test d'activité hydrolase de la paroi par zymographie
A.et B. SOS-PAGE d'extraits protéiques bruts de souches de S. thermophilus et de
clones recombinants de E. coli BL21 (OE3). Ces deux SOS-PAGE ont été réalisés
en parallèle dans la même cuve.
A. Les protéines ont été colorées par du bleu de coomassie.
B. Le gel de polyacrylamide contient des cellules autoclavées de S. thermophilus.
Suite à une étape de renaturation des protéines, les cellules ont été colorées au
bleu de méthylène. Les zones d'éclaircissement résultent de la lyse des cellules de
S. thermophilus.
MT : marqueur de taille.
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Deux zymogrammes ont été réalisés avec de extraits bruts des clones surproduisant les

fragments de Cse : un avec des cellules de M lysodeikticus et un autre avec des cellules de

comme substrat S. thermophilus. Aucune bande de lyse n'a été observée avec les cellules de

M lysodeikticus (résultat non montré). Lorsque les cellules de S. thermophilus sont utilisées

comme substrat, trois bandes de lyse, résultant de l'activité de protéines d'environ 23, 26 et

30 kDa, sont observables dans les pistes correspondant aux souches portant le plasmide

pET15b sans insert et le plasmide pET15b::cse184-461 (Figure 35 B.). Ces bandes de lyse

résultent vraisemblablement d'activités d'hydrolyse de la paroi portées par des protéines de

E. coli. Ces bandes ne sont pas observées dans la piste correspondant à la souche portant le

plasmide pET15b::csel_183. Il est probable que l'absence de ces bandes soit due à un défaut de

migration des protéines (Figure 35 A.). Ainsi, aucune bande de lyse attribuable à un fragment

de la protéine Cse n'a été observée dans les deux cas (Figure 35 B.).

2.5.4 Complémentation avec cse d'un phénotype de longues chaînes résultant

d'une déficience en une hydrolase du peptidoglycane

Une autre approche, cette fois-ci indirecte, a été envisagée (thèse de Séverine Layec). Elle

visait à déterminer si la protéine Cse était capable du complémenter un phénotype de longues

chaînes résultant d'une déficience en une hydrolase du peptidoglycane, tel que le mutant

~acmA de L. lactis. La protéine AcmA étant une hydrolase du peptidoglycane responsable de

la ségrégation cellulaire chez L. lactis (Buist et al., 1995), le mutant ~acmA présente de

longues chaînes de cellules, à l'instar du mutant ~cse.

Le mutant ~acmA a été transformé avec le plasmide pNST260+: :cse, plasmide

précédemment utilisé pour complémenter le phénotype de longues chaînes du mutant ~cse de

S. thermophilus. Aucune différence de longueur de chaîne n'a été observée en présence du

plasmide pNST260+::cse (résultats non montré), suggérant que la présence de Cse de

S. thermophilus n'entraîne pas l'hydrolyse du peptidoglycane de la souche L. lactis ~acmA.

2.6 La région var-cse du gène cse est variable et riche en répétitions
2.6.1 Mise en évidence de la variabilité de la région var-cse

La séquence du gène cse de la souche S. thermophilus CNRZ368 a été alignée avec celle

de la souche S. thermophilus LMG18311 (séquence fournie par P. Hols, UCL Belgique). Les

600 premières et les 346 dernières paires de bases des deux allèles cse présentent

respectivement 94 % et 96 % d'identité. En revanche, leur région centrale ne présente que

61 % d'identité (Figure 37). Cette région a été nommée var-cse.

La région centrale du gène cse de 18 souches de S. thermophilus a été amplifiée par PCR.

Les oligonuc1éotides choisis recouvrent des régions qui, d'une part flanquent la zone de

divergence, et d'autre part sont parfaitement conservées entre les souches CNRZ368 et

LMG18311. La comparaison des profils électrophorétiques révèle une variabilité importante

de la taille des produits de PCR obtenus (pour exemple, Figure 38). Les produits de PCR de

16 souches ont été séquencés, la séquence de la souche LMG18311 nous a été fournie par

P. Hols, celle de la souche LMD-9 était accessible sur le site http://genome.jgi

psf.org/draft_microbes/strth/strth.home.html. Les séquences ont été alignées à l'aide du

logiciel CLUSTALW. L'alignement de ces séquences révèle d'une part un polymorphisme de
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Figure 38 : Profils électrophorétigues des produits d'amplification de la
région centrale du gène cse
La région centrale du gène cse de différentes souches de S. thermophilus a
été amplifiée par PCR à l'aide des amorces Forvar (5'-
CTGTAGTAGCAGAATCTAAC-3') et Revvar2 (5'-GCACTAGCA
ATCCAGTCTT-3'). L'ADN du bactériophage À, digéré par l'enzyme de
restriction Pstl est utilisé comme marqueur de taille.
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taille puisque les séquences ont une taille variant de 386 à 542 pb, soit une variation de

156 pb, et d'autre part un polymorphisme de séquence important (figure 39).

En conclusion, la région var-cse du gène cse arbore un haut niveau de variabilité à

l'échelle intraspécifique.

2.6.2 La région var-cse est riche en motifs répétés

Une simple analyse visuelle de la séquence de la protéine Cse des souches CNRZ368 et

LMG18311 a permis de constater que leur région var-cse est riche en motifs répétés (pour

exemple, Figure 40). Ce caractère répétitif a été analysé plus avant.

La séquence des allèles cseCNRZ368 et cseLMGJ8311 a été analysée par construction d'un DOT

PLOT, mode d'analyse d'une séquence permettant de détecter des répétitions internes

(Figure 41). Le DOT PLOT est une matrice de comparaison de deux séquences (différentes

ou identiques). Chacune des séquences à comparer occupe un des axes du graphique. La

matrice de comparaison est construite en faisant glisser une fenêtre, de taille définie par

l'utilisateur, le long des deux séquences. Lorsque les séquences incluses dans les fenêtres

présentent le niveau d'identité défini par le manipulateur, un point est dessiné sur le

graphique. Ainsi, lorsqu'une séquence est comparée à elle-même une diagonale est dessinée

du fait que les deux séquences comparées sont identiques. Tout point sortant de la diagonale

révèle l'existence d'une répétition interne.

Les DOT PLOT des deux allèles cse présentent tous les deux des groupes de points de

forme carrée dans la région var-cse, signifiant que la région var-cse de ces allèles présente

une région riche en motifs répétés (Figure 41). Une conséquence de cette richesse en motifs

répétés est que cette région présente une séquence de faible complexité d'après le logiciel

SEG (résultat non montré). Une région est de faible complexité lorsque sa composition en

nucléotides est biaisée par rapport à la moyenne globale. La même analyse a ensuite été

effectuée avec les autres séquences var-cse et montre qu'elles présentent toutes une région

riche en motifs répétés dont la séquence est de faible complexité (résultat non montré).

2.6.3 Structure et organisation des motifs répétés de la région var-cse

Les séquences nucléiques des différents allèles var-cse ont été analysées dans le but de

détecter des motifs répétés. Le résultat de l'analyse de la région var-cseCNRZ368 est présenté en

détail à titre d'exemple dans la Figure 40. Cette analyse révèle que les régions var-cse sont

presque exclusivement constituées de motifs répétés.

Les répétitions sont directes et les unités répétées peuvent aussi bien être disposées en

tandem comme de façon dispersée (Figure 40). Dans l'ensemble des séquences analysées, Il

motifs répétés différents ont été identifiés (Figure 42). Les motifs détectés ont tous une taille

(en nucléotide) multiple de trois (Figure 42 A) et sont positionnés dans la même phase les uns

par rapport aux autres. La conséquence directe en est que chaque motif nucléotidique répété

correspond à un motif protéique répété. Il est à noter que la séquence consensus de 8 de ces

motifs répétés, nommés A, C, D, E, F, H, 1 et J, est dégénérée.

L'alignement de la séquence des différents allèles var-cse révèle que la divergence entre

ces séquences peut être due à la présence de motifs répétés en plus ou en moins (Figure 43).

En effet, la séquence var-cse des souches CNRZ368, NST1 et CNRZ385 présente 3 motifs D
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Figure 39 : Alignement des séquences comprenant la région Var-Cse de différentes
souches de S. thermophilus
Les produits de PCR obtenus avec les amorces Forvar et Revvar2 ont été séquencés, les
séquences ont été alignées à l'aide du logiciel CLUSTALW. Les souches CNRZ368 (368),
NST1 (1), CNRZ385 (385), A054, CNRZ445 (445), ATCC19258 (19258), CNRZ308 (308),
CNRZ702 (702), IP6757 (6757), CNRZ7 (7), CNRZ1066 (1066), Sfi6, CNRZ464 (464),
LMG18311 (18311), CNRZ388 (388), LMD-9, CNRZ1402 (1402), CNRZ302 (302), CNRZ307
(307) ont été analysées. La région Var-Cse est encadrée.
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Figure 40 : Contenu en motifs répétés de la région centrale de l'allèle
cseCNRZ368

La séquence protéique est indiquée en-dessous de la séquence nucléique.
Les lettres en italique ne font pas partie de la région var-cse. Chaque motif
répété est encadré, le nom du motif répété est indiqué par une lettre capitale
au-dessus de l'encadré.
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Figure 41 : Détection de la région riche en répétitions des allèles cse
Les DOT PLOT ont été construits par comparaison d'une séquence avec
elle-même. La fenêtre de comparaison a été fixée à une longueur de 9
nucléotides, et la tolérance envers la divergence a été fixée à 1 nucléotide.
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A. nom Consensus des motifs Consensus des motifs protéiques
nucléotidiques a

A GAA ACA WCW E T (S/T)

B GCA CAA GCT A Q A

C TCA GAD GYD CCW GMD RDM S (E/D) (A/V) P (A/E) (E/S/V)

D GAA GYW CYA KYW GAA E (A/V) (P/L) (A/V/S) E

E TCA GAA GCT GYA S E A (A/V)

F CAA CYA GCA GCD RCA Q (L/P) A A (A/T)

G CCA GAG AGC P E S

H GTA GYA CCT GTC GCA ACA V (A/V) P V A T

1 CCR GCT DYW P A (T/V/A/S)

J GAA GMA ACT E (A/E) T

K GAA GAG GCA TCA E E A S

aW:An;R:NG;Y:CIT;M:NC;K:GIT;D:NGIT
B.

ID
c..
~e

(9

368,1,385

A054

445

19258

702

308

6757,7,1066,Sfi6

18311,388

LMD9,1402

302,307

Figure 42 : Contenu en motifs répétés des allèles var-cse
A. Tableau répertoriant la séquence consensus des différents types de motifs répétés identifiés
dans la séquence des allèles var-cse et de leur produit.
B. Représentation schématique des régions var-cse des souches CNRZ368 (368), NST1 (1),
CNRZ385 (385), A054, CNRZ445 (445), ATCC19258 (19258), CNRZ702 (702), CNRZ308 (308),
IP6757 (6757), CNRZ7 (7), CNRZ1066 (1066), Sfi6, LMG18311 (18311), CNRZ388 (388),
LMD-9, CNRZ1402 (1402), CNRZ302 (302) et CNRZ307 (307). Les motifs répétés sont
représentés sous la forme de rectangles contenant le nom de l'unité répétée. Les unités répétées
de séquence conforme à la séquence consensus sont en lettres majuscules, celles qui ne le sont
pas, sont en lettres minuscules. Les motifs caractéristiques du groupe 1sont représentés par des
rectangles gris clair et ceux du groupe Il en gris foncé.
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Figure 43 : Mise en évidence d'insertions et de délétions de motifs répétés
Les séquences nucléotidiques des régions var-cse des différentes souches de S. thermophilus ont été alignées
grâce au logiciel CLUSTALW. Seuls les fragments d'alignements fiables et permettant de visualiser une
divergence caractéristique d'événements d'insertion eUou de délétion d'ADN sont présentés. Dans chacun des
cas, deux alignements sont possibles concernant le positionnement des trous. Un seul des deux alignements
possibles est ici représenté, les séquences devant être alignées dans l'autre alignement possible sont surlignées
en gris. Les résultats obtenus avec les séquences var-cse des souches CNRZ368 (368), NST1 (1), CNRZ385
(385), A054, CNRZ308 (308), IP6757 (6757), CNRZ7 (7), CNRZ1066 (1066), Sfi6, LMD-9, CNRZ1402 (1402),
CNRZ302 (302), CNRZ307 (307), CNRZ464 (464), LMG18311 (18311), CNRZ388 (388) sont ainsi présentés. Les
séquences nucléotidiques identiques sont surlignées en noir. En-dessous de chaque séquence nucléotidique est
présentée la séquence protéique correspondante. Les motifs répétés sont encadrés et leur nom est indiqué au
dessus de l'encadré.
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en plus par rapport à celle de la souche A054. De façon analogue, la séquence var-cse de la

souche CNRZ308 présente un motif E en plus et un motif C en moins par rapport à celle des

souches IP6757, CNRZ7, CNRZl066 et Sfi6. D'autres cas similaires sont également

présentés à la Figure 43.

Les séquences des motifs ont été comparées entre elles (Figure 44). La séquence codant

l'exemplaire SEAPAA du motif C présente une région identique, à un nucléotide près, à la

séquence codant l'exemplaire PAA du motif 1. Egalement, la séquence codant l'exemplaire

SEAPAE du motif C présente également une région identique, à un nucléotide près, à celle

codant l'exemplaire EAPAE du motif D. En conclusion, certains motifs répétés sont

similaires entre eux.

Les unités répétées peuvent être constituées d'une succession de petits motifs répétés. La

séquence var-cse des souches LMG18311 et CNRZ388 présente une duplication interne de

140 pb quasi parfaite puisqu'il n'y a qu'un nucléotide de divergence (Figure 45 A). Cette

séquence contient la succession de motifs CFCCFGCFE (Figure 45 B). Cette situation a

également été détectée dans la séquence var-cse d'autres souches de S. thermophilus

(Figure 45 B).

Il doit être noté que malgré la variabilité de la région Var-Cse, la composition en résidus

d'acides aminés est conservée entre les allèles. En effet, tous les allèles sont riches en résidus

alanine, glutamate, proline, sérine et thréonine (Tableau 1).

En conclusion, la région var-cse est quasi exclusivement constituée de motifs répétés, quel

que soit l'allèle analysé. De nombreux motifs répétés différents ont été identifiés. De plus la

comparaison des allèles entre eux montre qu'ils peuvent différer les uns des autres par la

présence ou l'absence de l'intégralité de motifs répétés.

2.7 cse est un gène mosaïque

Une simple observation visuelle des DOT PLOT obtenus avec les séquences var-cse

montre que les souches peuvent être classées en deux groupes. Le groupe l comprend les

allèles des souches CNRZ368, NSTl, CNRZ385, A054 et CNRZ445, et le groupe II

comprend les allèles des souches ATCC19258, CNRZ702, CNRZ308, IP6757, CNRZ7,

CNRZ1066, Sfi6, LMG18311, CNRZ388, LMD9, CNRZ1402, CNRZ302 et CNRZ307. Le

DOT PLOT des allèles var-cse du groupe l présente deux carrés distincts et à proximité l'un

de l'autre alors que celui du groupe II n'en présente qu'un (pour exemple, Figure 41). Ce

résultat montre que l'agencement des motifs répétés le long de la séquence est différent dans

ces deux groupes d'allèles.

Sur le critère de composition en motifs répétés, les séquences des différents allèles var-cse

peuvent également être classées en ces deux mêmes groupes (Figure 42 B). Le groupe l

contient 100 % des motifs J et K, 74 % des motifs A et 59 % des motifs B. Le groupe II quant

lui contient 100 % des motifs E, G, H et l et 98 % des motifs C et F. Ainsi, les séquences du

groupe l ont qualitativement une composition en motifs répétés différente de celles du

groupe II.
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Nom du Séquence en Séquence en
motif acides aminés nucléotides

C: SEAPAA TCAGAAGCACCAGCTGCA
l : PAA CCAGCTGCT

C: SEAPES TCAGAGGCACCAGAGAGC
G: PES CCAGAGAGC

C: SEAPA TCAGAAGCTCCTGCTAGC
E: SEAA TCAGAAGCTGCA
E: SEAV TCAGAAGCTGTA

C: SEAPAE TCAGAAGCGCCAGCAGAA
D: EAPAE GAAGCACCAGCAGAA

Figure 44 : Similarités entre motifs répétés
Les motifs répétés similaires ont été alignés. Les acides aminés ou les
nucléotides identiques entre les deux séquences comparées sont
indiqués en caractère gras.
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A. 279

260-430
460-630

TCAGAAGTGCCAGCAGAACAACT
TCAGAAGTGCCAGCAGAACAACT

260-430
460-630

483

GCAGCTGCATCAGAGGCACCAGAGAGCTCAGAA
GCAGCTGCATCAGAGGCACCAGAGAGCTCAGAA

C

T

GCCAGCAGAACAACC
GCCAGCAGAACAACC

260-430

460-630

GCAGCTGCACCAGAGAGCTCAGAAGCGCCAGCAGAACAACCAGCAGC

GCAGCT GCACCAGAGAGCTCAGAAGC GCCAGCAGAACAACCAGCAGC

260-430

460-630

B.

CATCAGAAGCTGC

CATCAGAAGCTGC

419
!

TEfDAAGiTCCTG
CElCT+---

!
623

6757,7,1066,Sfi6
~ :E:&:IiI~

18311 ,388 L...-----'_..........._~~_'_"=="'_'=.=_

LMD9,1402 ~---"'::oa::i1_

302,307
~---"'--

Figure 45 : Répétitions de successions de motifs répétés dans les
allèles var-cse
A. Alignement de deux régions distinctes des allèles var-cse de la souche
LMG18311 : les régions comprises entre les nucléotides 260 à 430 et les
nucléotides 460 à 630. La position de chacune des unités répétées de 140 pb
est indiquée au-dessus ou en-dessous des séquences.
B. Représentation schématique des régions var-cse des souches CNRZ308
(308), IP6757 (6757), CNRZ7 (7), CNRZ1066 (1066), Sfi6, LMG18311
(18311), CNRZ388 (388), LMO-9, CNRZ1402 (1402), CNRZ302 (302),
CNRZ307 (307). Les motifs répétés sont représentés sous la forme de
rectangles contenant le nom de l'unité répétée. Les unités répétées de
séquence conforme à la séquence consensus (séquences consensus
définies figure 42) sont en lettres majuscules, celles qui ne le sont pas sont
en lettres minuscules. Les motifs répétés inclus dans les grandes unités
répétées sont en grisé clair, ceux qui ne le sont pas en gris foncé.
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Ala Glu Pro Ser Thr
368,1,385 18,3 22,4 6,9 9,1 16,4
A054 18,5 21,0 6,3 9,8 17,6
445 18,5 23,2 7,0 9,7 18,1
19258 28,4 14,0 9,9 14,0 9,5
702 30,8 17,2 10,0 13,1 8,6
308 30,5 16,1 9,9 12,8 8,6
6757,7,1066,Sfi6 27,4 16,7 10,2 13,9 9,0
18311,388 28,0 17,6 10,9 13,4 9,2
LMD9,1402 28,2 17,3 10,8 13,5 8,5
302,307 28,3 17,6 10,1 13,1 8,2

Protéome 7,3 6,8 3,3 4,2 5,7

Tableau 1 : Enrichissement de la région Var-Cse en certains résidus d'acides aminés
Le contenu (en %) en certains acides aminés dans la région Var-Cse des souches CNRZ368 (368), NST1
(1), CNRZ385 (385), A054, CNRZ445 (445), ATCC19258 (19258), CNRZ702 (702), CNRZ308 (308),
IP6757 (6757), CNRZ7 (7), CNRZ1066 (1066), Sfi6, LMG18311 (18311), CNRZ388 (388), LMD-9,
CNRZ1402 (1402), CNRZ302 (302) et CNRZ307 (307) est indiqué. Le contenu en ces mêmes acides
aminés dans le protéome de S. thermophilus est également présenté.
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Cette SCISSIOn en ces deux mêmes groupes peut également être réalisée lorsque les

séquences localisées en amont de la région var-cse sont comparées entre elles (Figure 39). En

effet, cette région présente au total 16 positions polymorphes. Sept d'entre elles (les positions

3, 6, 9, 10, 33, 47 et 60) sont caractérisées par deux allèles, avec l'un des deux allèles

exclusivement commun aux séquences des souches du groupe l, et l'autre aux séquences des

souches du groupe II. Dans le but de caractériser plus fmement cette particularité, le reste du

locus cse des souches CNRZ445, ATCC19258, CNRZ702, CNRZ308, CNRZ1402 et

CNRZ302 a été amplifié par PCR avec les amorces fcompl et rcompl, et les produits de PCR

obtenus ont ensuite été séquencés. Les séquences en résultant, ainsi que celles des souches

CNRZ368 et LMG18311 déjà disponibles, ont ensuite été alignées (Figure 46). Les séquences

comprennent l'intégralité de l'üRF cse, la région intergénique en amont de l'üRF et les 24

paires de bases en aval. L'analyse de la région var-cse, comprise entre les positions 914 et

1500, et nommée subdivision C dans la Figure 46, a été présentée dans le paragraphe

précédent.

L'analyse de l'alignement des séquences révèle que les régions comprises entre les

positions 477 et 913 (nommée région B), et les positions 1501 et 1729 (nommée région D),

permet également de scinder les souches en les groupes l et II, sur le même critère de

divergence ponctuelle (Figure 46). En revanche, cette distinction n'est plus possible lorsque

l'alignement des régions nommées A et E, flanquant la région comprenant B, C et D, est

analysée. C'est sur ce critère que les frontières entre les régions A et B, et D et E, ont été

définies. Plus précisément, la frontière entre A et B a été positionnée juste en amont de la

position 477, première position polymorphe différenciant les souches du groupe l des souches

du groupe II. La frontière entre D et E a quant à elle été positionnée juste en aval de la

position 1729, dernière position polymorphe différenciant les souches de la même façon.

La subdivision de ce locus en 5 parties se justifie également par les résultats de la

construction de matrice d'identité de séquences. Une matrice d'identité des séquences

disponibles a été construite pour les régions A, B, C, D et E (Figure 47). Ensuite, les résultats

de la comparaison des séquences appartenant au même groupe ont été moyennés et un écart

type a été calculé (lorsque qu'il y a plus de une donnée) afm de construire une autre matrice

d'identité de séquences (Figure 48). Dans la région B, les séquences du groupe l présentent

entre elles 97% d'identité et les séquences du groupe II présentent entre elles 99±0,35%

d'identité. En revanche, les séquences du groupe l présentent avec celles du groupe II

92±0,77% d'identité. Ainsi, dans cette région du locus cse, les identités sont plus élevées

entre séquences du même groupe qu'entre séquences de groupes différents. Le même résultat

est obtenu lorsque les séquences comprises dans les régions C (var-cse) et D sont analysées

(Figure 48). En revanche ce n'est plus vrai pour les régions A et E. En effet, dans la région A,

les séquences du groupe l présentent entre elles 98,3% d'identité, celles du groupe II

99±0,40% et celles du groupe l présentent 99±0,76% d'identité avec les séquences du groupe

II. Il y a en effet peu ou pas de différence significative entre ces trois valeurs. Un résultat

analogue est obtenu lorsque les séquences de la région E sont comparées entre elles. Par

conséquent, la distinction des séquences en deux groupes n'est plus possible dans les régions

A et E. Ce ne sont donc que les séquences comprises dans les régions B, C et D qui peuvent

être classées en deux groupes.
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Figure 46 : Alignement de séquences de loci cse de différentes souches de S. thermophilus
Les produits de PCR obtenus avec les amorces fcompl et rcompl à partir des ADN génomiques
des souches CNRZ445, ATCC19258, CNRZ702, CNRZ308, CNRZ1402 et CNRZ302, ont été
séquencés. Les séquences obtenues, ainsi que celles des souches CNRZ368 et LMG18311 déjà
disponibles, ont été alignées avec le logiciel CLUSTALW. L'alignement montre que le locus cse
est une mosaïque de 5 parties (de A à E), délimitées par les encadrés gris. L'ORF cse est
indiquée par un trait noir fin.
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Figure 47 : Matrice d'identités de séquences des allèles cse
Les séquences du locus cse ont été subdivisées en les parties A, B, C, 0 et E (voir Figure 46).
Les séquences ont ensuite été alignées avec le logiciel CLUSTAL W, et une matrice d'identités
de séquences a ensuite été construite à partir de chaque alignement avec le programme
Sequence Identity Matrix du logiciel Bioedit. Les résultats surlignés en noir correspondent aux
comparaisons des séquences appartenant au même groupe, et ceux suri ignés en gris, aux
comparaisons des séquences d'un groupe avec celles de l'autre groupe.
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Région A
Groupe 1 Groupe Il

Groupe 1 98
Groupe Il 99±O,76 99±O,40

Région B
Groupe 1 Groupe Il

Groupe 1 97
Groupe Il 92±O,77 99±O,35

Région C
Groupe 1 Groupe Il

Groupe 1 76±11
Groupe Il 46±5,O 70±9,6

Région 0
Groupe 1 Groupe Il

Groupe 1 98
Groupe Il 93±O,86 99±1,3

Région E
Groupe 1 Groupe Il

Groupe 1 98
Groupe Il 98±2,1 98±2,4

Figure 48 : Matrices d'identités des séquences des groupes 1et Il
Les séquences du locus cse ont été subdivisées en les parties A, B, C, 0 et E (voir figure 46).
Les résultats présentés figure 47 ont été moyennés, afin de construire les matrices d'identités
de séquences. La comparaison des séquences du groupe 1entre elles dans les régions A, B, 0
et E n'aboutissant qu'à une valeur d'identité, la valeur représentée dans ces matrices n'est
donc pas une moyenne mais la valeur brut.
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L'ensemble de ces résultats montre que le locus cse est mosaïque (Figure 49). Les

frontières entre les régions A et B, et D et E, étant vraisemblablement localisées à l'intérieur

de l'ORF cse, l'ORF cse serait elle-même mosaïque.

2.8 Le gène cse est chimérique
Le génome de la souche S. thermophilus LMG18311 a été analysé à l'aide du programme

BLASTN avec la séquence nucléotidique comprenant l'ORF cseLMG183J1 et ses régions

flanquantes. Les résultats révèlent qu'une région de 619 bp, nommée HRC1 (pour

Homologous Region, Copy 1) (Figure 50), présente 93 % d'identité avec une autre région du

génome appelé HRC2 (pour Homologous Region, Copy 2). HRC1 comprend les dernières

350 pb de cse, la région intergénique localisée en aval de cse, et les premières 58 pb d'orfl

qui suivent (Figure 50). HRC2 comprend les dernières 350 pb de l'ORF pcsB, la région

intergénique localisée en aval de pcsB, et les premières 58 pb de l'ORF rppk qui suivent. Or/l

code une protéine de fonction inconnue, et rppk une ribose-phosphate pyrophosphokinase

putative, enzyme de biosynthèse de ghosphoribosyldighosghate (ou PRPP), un précurseur des

nucléotides puriques et pyrimidiques (Eriksen et al., 2002).

La partie C-terminale de la protéine Cse présente 94 % d'identité avec la partie C

terminale de PcsB. La protéine PcsB joue un rôle important dans la morphologie cellulaire

chez S. agalactiae, S. mutans et S. pneumoniae (Chia et al., 2001b; Reinscheid et al., 2001;

Ng et al., 2003; Reinscheid et al., 2003; Ng et al., 2004). L'interrogation de la banque de

données CDD avec les protéines Cse et PcsB suggère que les régions homologues de ces deux

protéines contiennent un domaine CHAP. Le domaine CHAP (f)'steine Qistidine dependent

~minohydrolase/geptidase)présente une activité glutathionylspermidine amidase chez E. coli

(Bollinger et al., 1995). Ce domaine est notamment rencontré dans des protéines

extracellulaires dans lesquelles il pourrait être impliqué dans l'hydrolyse du peptidoglycane

(Bateman et Rawlings, 2003; Heilmann et al., 2003; Rigden et al., 2003).

Des interrogations des banques de données ont révélé l'existence de protéines orthologues

de PcsB dans les genres Streptococcus et Lactococcus. En revanche, aucune protéine

présentant des similarités significatives sur toute la longueur de la protéine Cse n'est présente

dans les banques de données.

La partie N-terminale de Cse présente 51 % d'identité avec la protéine SIP (S.urface

lmmunogenic frotein) de S. agalactiae, protéine de fonction inconnue (Figure 50). Les

résultats de l'interrogation de la banque de données CDD avec les protéines Cse et SlP

suggèrent que les régions homologues de ces deux protéines contiennent un domaine LysM.

Le domaine LysM, caractéristique de protéines de surface, est un domaine d'attachement à la

paroi cellulaire (Steen et al., 2003). Ce domaine est probablement responsable de la

localisation préférentielle de la protéine SIP aux pôles cellulaires (Rioux et al., 2001; Steen et

al., 2003).

La partie C-terminale de la protéine SlP présente 54 % d'identité avec la partie

C-terminale de la protéine Orfl (Figure 50), protéine codée par le gène situé en aval du gène
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Figure 49 : Caractère mosaïque de l'ORF cse
Schéma représentant le locus cse des groupes 1 et Il de souches de
S. thermophilus. Le pourcentage d'identité entre les subdivisions (de A à E)
du locus cse est indiqué entre les représentations schématiques des loci cse.
La subdivision C, correspondant à var-cse, est partiellement représentée
comme le symbolisent les deux traits parallèles obliques. Les groupes 1et Il
sont définis figure 42
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Figure 50 : Les gènes cse et orff sont chimériques
Les régions d'ADN présentant de fortes identités sont représentées en gris. Les
régions présentant des identités significatives sont reliées entre elles par des traits
interrompus, la position des acides aminés délimitant ces régions est également
indiquée. Les valeurs d'identité (id.) et de similarité (sim.) sont mentionnées. Les
deux traits obliques indiquent que l'ORF est partiellement représentée.
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cse (Figure 50). Ces régions protéiques ne présentent pas d'identité significative avec les

domaines conservés répertoriés dans la banque de données CDD.

En conclusion, l 'ORF cse est chimérique. La région HRCl du locus cse est homologue de

la région HRC2 du locus pcsB. Chacune des régions HRC code un domaine CHAP. De plus

la région HRCl est flanquée par des régions codant des fragments de protéines homologues

d'une même protéine, la protéine SIP, présente chez d'autres streptocoques mais pas chez

S. thermophilus.

2.9 Les ORF pcsB et orO présentent des régions riches en répétitions
Les séquences environnant les frontières de HRCI et HRC2 (Figure 50) ont été analysées

et comparées chez la souche LMG18311. A l'instar de cse, la région située en amont de

HRC2 est riche en motifs répétés (Figure 51). Ces motifs répétés sont similaires à ceux

identifiés dans var-cse. Ce sont des motifs de type A, C, E, 1 et H (Figure 51). Aucun motif

répété n'a été identifié dans la région située en aval de HRC2 (Figure 51).

De façon analogue, dans la région située en aval de HRCl, des motifs répétés similaires à

ceux identifiés dans var-cse, les motifs E, C et F, ont été identifiés (Figure 51). Tous les

motifs identifiés dans orfJ sauf un, divergent de 17 % par rapport à la séquence consensus

définie Figure 42 A. De plus, cette région riche en répétitions présente deux fois la succession

ECCF, succession également présente dans la région var-cse.

Ainsi, les régions situées en amont d'HRC2 et en aval d'HRCl présentent des motifs

répétés communs à ceux identifiés dans la région var-cse, elle-même située en amont de la

région HRC1.

2.10 L'ORF pcsB est variable au niveau intraspécifigue
Compte tenu de la ressemblance de la région centrale de l'ÜRF pcsB avec la région

variable var-cse, nous avons fait l'hypothèse qu'elle est également variable au niveau

intraspécifique. Afm de tester cette hypothèse, la région centrale de l'ÜRF pcsB a été

amplifiée par PCR à partir de l'ADN génomique de 7 souches de S. thermophilus. La

comparaison des produits de PCR par électrophorèse a permis de révéler l'existence d'au

moins trois allèles de taille différente (Figure 52 A). Les produits de PCR obtenus avec

l'ADN génomique des souches CNRZ368, CNRZ302 et IP6757, chacun de taille différente,

ont été séquencés. L'analyse des séquences a révélé que la variabilité de la taille des produits

de PCR est liée à une modification du nombre de la succession des motifs C, H, E et 1

(Figure 52 B). En effet, l'allèle pcsB des souches LMGI8311IIP6757, CNRZ302 et

CNRZ368 présente respectivement 2,3 et 1 fois la succession CHE!.

En conclusion la région centrale de 1'ORF pcsB est variable au niveau intraspécifique. A

l'instar de cse, cette variabilité se manifeste par une modification du nombre de motifs

répétés.
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Figure 51 : Représentation schématique des régions riches en motifs
répétés de cser pcsB et orf1
Représentation schématique des loci cse et pcsB de la souche S. thermophilus
LMG18311. Les régions d'ADN HRC sont représentées en gris. Les régions
riches en répétitions sont agrandies au-dessus et en dessous de la
représentation schématique des loci cse et pcsB. Les motifs répétés sont
représentés sous la forme de rectangles contenant le nom de l'unité répétée.
Les unités répétées de séquence conformes à la séquence consensus
(séquences consensus définies figure 42) sont en lettres majuscules, celles qui
ne le sont pas sont en lettres minuscules. Les flèches noires désignent la
succession de motifs répétés ECCF.
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Figure 52 : Variabilité de la région riche en motifs répétés de pcsB
A. Migration électrophorétique des produits de PCR obtenus à partir de
l'ADN génomique de huit souches de S. thermophilus et grâce aux
oligonucléotides Forvar.pcsB et Revvar.pcsB. L'ADN du bactériophage À

digéré par l'enzyme de restriction Pstl est utilisé comme marqueur de taille.
B. Représentation schématique de la région riche en motifs répétés de
pesB. Les motifs répétés sont représentés sous la forme de rectangles
contenant le nom de l'unité répétée (séquences consensus définies figure
42).
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2.11 Impact de la variabilité de var-cse sur l'activité de ségrégation cellulaire

2.11.1 Variabilité intraspécifigue de la longueur des chaînes de cellules

L'hypothèse de travail était que la variabilité de la région var-cse pouvait avoir des

conséquences sur l'activité de ségrégation cellulaire. Si tel était le cas, une variabilité

intraspécifique de la longueur des chaînes de cellules devait être observable.

Le nombre de cellules par chaîne de sept souches de S. thermophilus a été comptabilisé

dans les mêmes conditions que décrites précédemment (voir § 2.1.3). Les résultats montrent

que la répartition du nombre de cellules par chaîne est variable d'une souche à l'autre

(Figure 53). Certaines souches se développent sous la forme de très courtes chaînes, comme

c'est le cas de la souche CNRZ445, dont 95 % des cellules constituent des chaînes de 1 à 20

cellules. D'autres souches peuvent se développer sous la forme de longues chaînes comme

c'est le cas de la souche LMG18311, dont 23 % des cellules forment des chaînes présentant

plus de 200 cellules.

Ainsi, la longueur des chaînes de cellules est variable au sein de l'espèce S. thermophilus.

2.11.2 La variabilité intraspécifigue de la longueur des chaînes de cellules est

corrélée à un facteur de variabilité du locus cse

2.11.2.1 Choix des souches

Dans le but de tester l'hypothèse selon laquelle la variabilité intraspécifique de la longueur

des chaînes de cellules est liée à une variabilité allélique de cse, des souches mérodiploïdes

pour le gène cse ont été construites. Les souches CNRZ368 et LMGI8311 ont été choisies

d'une part parce que leur répartition du nombre de cellules par chaîne sont différentes

(Figure 53), et d'autre part parce que leur aptitude à être transformée était connue.

2.11.2.2 Influence de l'allèle cseCNRZ368 sur la longueur des chaînes de la

souche LMG18311

Cette expérience a été réalisée avec le plasmide initialement construit pour complémenter

le phénotype du mutant !'1cse de la souche CNRZ368. Ce plasmide porte l'ORF cse ainsi que

son propre promoteur et son propre terminateur putatif. Ainsi, la souche LMG18311 a été

transformée avec le plasmide pNST260+::cseCNRZ368. L'intégration du plasmide dans le

chromosome a été sélectionnée par culture à 42°C, température à laquelle l'origine de

réplication du plasmide n'est plus fonctionnelle, et en présence d'érythromycine. La présence

des deux types d'allèles dans le génome de cette souche a été vérifiée grâce à une

amplification par PCR de la région var-cse, les deux allèles var-cse étant discernables par

électrophorèse (Figure 54). L'identité de la souche réceptrice a été vérifiée par hybridation

d'une sonde révélant spécifiquement un fragment du locus eps des souches LMG18311 et

IP6757 (Pluvinet et al., 2004) (résultat non montré). Le nombre de copies intégrées du

plasmide a également été vérifié: celui-ci est intégré une seule fois dans le génome de la

souche LMG18311 (résultat non montré).

La souche LMG18311-pNST260+: :cseCNRZ368 amSl obtenue, de génotype

(cseLMG183 ll/cseCNRZ368), a été cultivée jusqu'en phase stationnaire (20 h de culture), puis le

nombre de cellules par chaîne a été compté. Les cellules de la souche
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Figure 53 : Polymorphisme intraspécifigue du nombre de cellules par chaîne
Différentes souches de S. thermophilus, dont le nom figure en titre de chaque
graphique, ont été cultivées en milieu TPPY liquide pendant 20h. Les cellules sont
alors en phase stationnaire. Ensuite, pour chaque souche au moins 1000 cellules ont
été comptées par observation au microscope photonique à contraste de phase à un
grossissement de 1000.
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Figure 54 : Profils électrophorétigues des produits d'amplification de la région
centrale du gène cse des souches sauvages CNRZ368 et LMG18311! et de la
souche mérodiploïde hétérozygote pour le gène cse.
Les produits de PCR ont été obtenus avec le couple d'oligonucléotides
Forvar/Revvar2 et les ADN génomiques des souches CNRZ368, LMG18311 et
LMG18311-pNST260+::csecNRz368. L'ADN du bactériophage À digéré par l'enzyme de
restriction Pstl est utilisé comme marqueur de taille.
* : produit secondaire.
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LMG l83ll-pNST260+: :cseCNRZ368 se répartissent dans les chaînes de façon similaire à celles

de la souche CNRZ368 (Figure 55 A). En guise de témoin, la même expérience a été réalisée

avec le plasmide pNST260+. Dans ce cas, les cellules se répartissent dans les chaînes de

façon analogue à celles de la souche sauvage LMGI8311 (Figure 55 B), montrant que le

plasmide n'a pas d'influence sur la longueur des chaînes de cette souche.

2.11.2.3 Influence d'une copie surnuméraire de cseCNRZ368 sur la longueur des

chaînes de la souche CNRZ368

Deux hypothèses simples peuvent expliquer le phénotype de chaînes courtes de la souche

mérodiploïde LMG18311-csecNRZ368 : (1) l'augmentation du nombre de copies du gène cse

induit une augmentation de l'activité de ségrégation cellulaire par augmentation de la quantité

de protéine Cse synthétisée, (2) et l'allèle cseCNRZ368 confère une activité de ségrégation

cellulaire plus importante que l'allèle cseLMGJ8311.

Afin de trancher entre ces deux hypothèses, l'effet d'une augmentation du nombre de

copies de cse dans la souche CNRZ368 a été estimée par construction d'une souche

CNRZ368-pNST260+: :cse, dans laquelle le plasmide pNST260+: :cseCNRZ368 est intégré dans

le chromosome de la souche CNRZ368. Les cellules de cette souche de génotype

(cseCNRZ36s!cseCNRZ368) se répartissent dans les chaînes de façon similaire à celles de la souche

sauvage (Figure 55 C). La même expérience a été réalisée avec le plasmide pNST260+ en

guise de témoin et donne le même résultat (Figure 55 D). Ces résultats indiquent que

l'augmentation du nombre de copies de cse n'induit pas d'augmentation de l'activité de

ségrégation cellulaire, suggérant que le phénotype de chaînes courtes de la souche

LMG18311 mérodiploïde, de génotype (cseLMGJ8311/csecNRZ368), n'est pas dû à l'augmentation

du nombre de copies du gène cse.

Ce résultat suggère fortement que la reglOn du génome de la souche CNRZ368

comprenant l'allèle cse, son promoteur putatifainsi que son terminateur putatif, confère une

activité de ségrégation cellulaire plus importante que celle de la souche LMG18311.

2.11.3 Remplacement de la région var-cse de la souche LMG18311 par celle de la

souche CNRZ368 : absence d'effet sur la ségrégation cellulaire

Nous avons fait l'hypothèse que le facteur de divergence responsable de la variabilité de la

longueur des chaînes est la région var-cse. Dans le but de tester cette hypothèse, une souche

de LMG18311 délétée du gène cse a été construite dans un premier temps (voir § 2.1.2). Cette

délétion entraîne une augmentation de la longueur des chaînes (Figure 56), montrant que

l'allèle cse de la souche LMG18311 est fonctionnel.

Ensuite la région var-cse de la souche LMG183ll sauvage a été remplacée par celle de la

souche CNRZ368. Le remplacement allélique a été sélectionné avec un plasmide portant une

chimère du gène cse. En effet, les régions flanquant la région var-cse ne sont pas à 100%

identiques entre les souches CNRZ368 et LMG18311. C'est pourquoi un plasmide portant

d'une part les régions flanquant la région var-cse de la souche LMG18311, et d'autre part la

région var-cse de la souche CNRZ368, a été construit (Figure 57). Le plasmide a été vérifié

par séquençage, puis une souche de LMG18311 pour laquelle la région var-cse a été
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Figure 55 : Influence de l'addition d'une copie de cseCNRZ368 dans le
génome des souches LMG18311 et CNRZ368 sur la longueur des
chaînes de cellules
Les souches bactériennes ont été cultivées en milieu TPPY liquide non
agité pendant 20 h. Les cellules sont alors en phase stationnaire. Au total,
au moins 1000 cellules ont été comptées pour chacune des souches, à
partir de trois cultures indépendantes. Les cellules ont été comptées par
observation au microscope photonique à contraste de phase à un
grossissement de 1000.
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Figure 56 : Effet de la délétion de l'allèle cse de la souche LMG18311 sur
la longueur des chaînes
Les souches bactériennes ont été cultivées en milieu TPPY liquide non agité
pendant 20h. Les cellules sont alors en phase stationnaire. Les chaînes ont été
photographiées à des grossissements de 100 (A.) et de 1000 (B.).
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Figure 57 : Représentation schématique des différentes étapes de construction du
plasmide pGh9: :cseLMG18311Va~NRZ368
Hill: Hindlll, PI : Pstl, EV: Eco V (génère des extrémités franches).
L'approche adoptée implique les séquences GAT et ATC, présentes dans la séquence
sauvage et localisées respectivement en amont et en aval de la région var-cse. La réunion
de la séquence GAT à la séquence ATC entraîne la formation d'un site reconnu par
"enzyme de restriction EcoRV.
1: Les fragments de l'allèle cse de la souche LMG18311, flanquant la région var-cse, ont
été amplifiés par PCR. Les fragments obtenus ont été digérés par les enzymes de
restriction Hindlll et EcoRV ou Pstl et EcoRV.
2: L'ADN du plasmide pGh9 a été digéré par les enzymes de restriction Hindlll et Pstl.
3 : Les deux produits de PCR ainsi que l'ADN plasmidique ont été mélangés et ligués
ensemble. Puis, des cellules d'E. coli ont été transformées avec l'ADN du mélange de
ligation afin de cloner un plasmide dans lequel les deux produits de PCR sont reliés
ensemble.
4 : La région var-cse de la souche CNRZ368 a été amplifiée par PCR. La polymérase
ajoutant des nucléotides A simple brin aux extrémités 3' des brins néosynthétisés, les
fragments d'ADN ont été incubés en présence de Pfu polymérase qui, par son activité 3'-5'
exonucléase, élimine ces A simple brin. Des extrémités franches ont ainsi été générées.
5 : Le plasmide a été digéré par l'enzyme de restriction EcoRV, puis mélangé avec le
produit de PCR correspondant à la région var-cse de la souche CNRZ368. Des cellules
d'E.coli ont été transformées avec le mélange de ligation, afin de cloner le fragment var
cse dans le plasmide. L'orientation de la région var-cse a été déterminée par PCR puis par
séquençage afin de sélectionner le plasmide pGh9::cseLMG18311varCNRz368.
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remplacée par celle de la souche CNRZ368 a été sélectionnée. Le remplacement effectif de

cette région a été vérifié par PCR puis séquençage de la région remplacée.

Après avoir été cultivées jusqu'en phase stationnaire (20 h de culture), les cellules de la

souche LMG18311-csevarcNRz368 ont été comptées. Les cellules de cette souche mutante se

répartissent dans les chaînes de façon similaire à celle de la souche LMG18311 (Figure 58).

Le remplacement de la région var-cse a ainsi peu ou pas d'effet sur l'activité de ségrégation

cellulaire de Cse, sur le critère du nombre de cellules par chaîne.

Ce résultat montre que la variabilité de la région var-cse a peu ou pas d'influence sur

l'activité de ségrégation cellulaire de la protéine Cse.
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Figure 58 : Impact du remplacement de la région var-cse de la souche
LMG18311 par celle de la souche CNRZ368. sur la longueur des
chaînes de cellules
Les souches bactériennes ont été cultivées en milieu TPPY liquide non agité
pendant 20 h. Les cellules sont alors en phase stationnaire. Au total, au
moins 1000 cellules ont été comptées pour chacune des souches, à partir
de trois cultures indépendantes. Les cellules ont été comptées par
observation au microscope photonique à contraste de phase à un
grossissement de 1000.
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3 Sêle tloo de aliants IEPS.~ a hêsiQo+) par c.ulture f.Ul milieu
s-eJDi..liquide

L'objectif initial du travail présenté dans cette partie était de déterminer si la méthode de

criblage de souches bactériennes, sur le critère de la longueur des chaînes, méthode décrite

pour L. lactis par Mercier et al. (2002), était applicable à S. thermophilus. Les expériences ont

été réalisées en collaboration avec S. Kulakauskas à l'URLGA du centre INRA de Jouy-en

Josas.

3.1 Corrélation entre vitesse de sédimentation en milieu semi-liquide et longueur des

chaînes de cellules

Le milieu semi-liquide est un milieu contenant une faible concentration en agar (de l'ordre

de 0,05 % d'agar). A une température de 30-42°C, l'agar augmente la viscosité du milieu de

culture, entraînant une diminution de la vitesse de sédimentation des cellules en croissance.

Cette diminution de la vitesse de sédimentation est proportionnelle à l'augmentation de la

longueur des chaînes de cellules (Figure 59, site

http://www.jouy.inra.fr/unites/urlga/biofilms.shtml). Cette propriété a été utilisée afin de trier

des chaînes de cellules, en fonction de leur longueur, dans une population hétérogène

(Mercier et al., 2002). Les auteurs ont ainsi pu isoler des mutants de chaînes courtes à partir

d'une souche se développant sous la forme de châmes longues.

3.2 Sélection de variants de croissance en milieu semi-liquide chez S. thermophilus

Environ 50 cellules d'une préculture de 12 h des souches S. thermophilus CNRZ368 et

CNRZ368-Ôcse ont été cultivées indépendamment, à 42°C sans agitation, dans 30 ml de

milieu M17 lactose semi-liquide (agar : 0,05 %).

A 14 h d'incubation, l'observation des flacons révèle que la souche sauvage CNRZ368

ainsi que la souche CNRZ368-Ôcse (caractérisée par de longues chaînes), croissent de façon

similaire. En effet, dans les deux cas les colonies ont une forme globulaire (Figure 60). Ce

phénotype est similaire à celui observé pour la souche ÔacmA, souche se développant sous la

forme de longues chaînes. En conclusion, la méthode de criblage ne serait pas applicable pour

différencier les chaînes de la souche S. thermophilus CNRZ368 sauvage d'une souche

présentant des chaînes plus longues.

A 28 h d'incubation, une minorité de colonies de la souche CNRZ368 présente une

morphologie coloniale variante. En effet, celles-ci présentent un filament de cellules solidaire

de la masse globulaire dont il semble être issu (Figure 61). Des cellules de ce filament ont été

prélevées avec une seringue, puis striées sur boîte. Des colonies ont ensuite été cultivées en

milieu liquide, puis en milieu semi-liquide. La forme des colonies de la souche variante,

nommée CNRZ368-6.1, est différente de celle de la souche sauvage (Figure 61). En effet, les

colonies du variant ont une forme plus allongée que celles de la souche sauvage, suggérant

que les cellules de la souche variante sédimentent plus vite.
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L. Lactis tlacmA L. lactis

Figure 59 : Influence de la viscosité du milieu de culture sur la
sédimentation de chaînes de différentes longueurs (d'après Mercier et
al., 2002)
Ce cliché photographique a été pris après culture des souches de L. lactis en
milieu M17 semi-liquide (agar : 0,05 %) pendant 28 h à 30°C. La souche
sauvage L. lactis MG1363 forme de courtes chaînes de cellules, alors que la
souche tlacmA en forme de longues. Photos provenant du site

http://www.jouy.inra.fr/unites/urlga/biofilms.shtml
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Figure 60 : Culture en milieu semi-Iiquide de différentes souches de
S. thermophilus CNRZ368
Les souches ont été cultivées en milieu M17 semi-liquide pendant 14 h à 42°C.
A. Cliché photographique d'un flacon de culture de la souche S. thermophilus
CNRZ368.
S. Clichés photographiques de colonies des souches S.thermophilus CNRZ368 et
CNRZ368-~cse. Des cellules ont été prélevées de ces flacons, puis
photographiées au microscope photonique à contraste de phase, à un
grossissement de 1000.
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Figure 61 : Sélection de variants de sédimentation en milieu semi-Iiguide
chez S. thermophilus CNRZ368
Les souches ont été cultivées en milieu M17 semi-liquide à 42°C. Le flacon de
culture de la souche CNRZ368 a été photographié à 14 h, puis à 28 h
d'incubation. A 28 h d'incubation, une colonie présente un filament de cellules
solidaire de la masse globulaire dont il semble être issu. Des cellules de ce
filament ont été prélevées avec une seringue, puis striées sur boîte. Plusieurs
colonies ont été cultivées 12 h en milieu liquide puis cultivées 14 h en milieu semi
liquide. Les colonies du variant nommé CNRZ368-6.1 ont été photographiées.
Des cellules d'une colonie du variant et de la souche sauvage ont été prélevées,
puis photographiées en microscopie photonique à contraste de phase, à un
grossissement de 1000.
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L'observation des chaînes au microscope photonique n'a pas révélé de changement

majeur de leur longueur chez le variant CNRZ368-6.l par rapport à la souche sauvage

(Figure 61).

Un autre variant a été obtenu indépendamment, le variant CNRZ368-2.1, et donne les

mêmes résultats.

En conclusion, l'augmentation de la vitesse de sédimentation des variants CNRZ368-6.1 et

CNRZ368-2.1 ne serait pas due à une réduction de la longueur des chaînes.

3.3 Les variants de sédimentation sont affectés dans la production d'EPS

Une hypothèse simple permettant d'expliquer le fait que les variants CNRZ368-6.1 et

CNRZ368-2.1 sédimentent plus vite que la souche sauvage, est qu'ils sont affectés dans la

production d'~xo~oly'§.accharides (EPS). Il est vraisemblable que les EPS forment une matrice

extracellulaire dans laquelle les cellules pourraient être emprisonnées en milieu semi-liquide.

En effet, l'ensemble celluleslEPS pourrait avoir une masse moléculaire suffisante pour

ralentir la sédimentation au point de ne plus être sensible à la modification de la longueur des

chaînes. La souche L. lactis MG1363 n'étant pas productrice d'EPS, il aurait été possible dans

ce cas de trier les chaînes de cette souche en fonction de leur longueur (Mercier et al., 2002).

Les EPS produits par la souche sauvage CNRZ368, et les deux variants CNRZ368-2.1 et

CNRZ368-6.1, ont été extraits puis dosés (Dubois et al., 1951; Robson et al., 1974). Les

résultats montrent que les deux variants CNRZ368-2.l et CNRZ368-6.1 produisent moins

d'EPS que la souche sauvage (Figure 62).

3.4 Le variant de sédimentation CNRZ368-6.1 a un pouvoir d'adhésion à une surface

en verre augmenté
L'équipe de S. Kulakauskas a récemment montré que les EPS diminuent la capacité de la

bactérie les produisant à adhérer à une surface en verre (communication personnelle,

http://www.jouy.inra.fr/unites/urlga/biofilms.shtml). Ainsi, la capacité à adhérer à une surface

en verre de l'un des deux variants, le variant CNRZ368-6.1, a été mesurée. Les résultats

montrent que le variant CNRZ368-6.1 adhère significativement mieux à la surface en verre

que la souche sauvage (Figure 63).

En conclusion, la culture de la souche S thermophilus CNRZ368 en milieu semi-liquide

permettrait de sélectionner des variants [EPS-} au pouvoir d'adhésion augmenté à une

surface en verre. Mercier et al. (2002) ont utilisé la croissance en milieu semi-liquide pour

sélectionner des mutants présentant des chaînes courtes chez une souche de L. lactis ne

produisant pas d'EPS (Kulakauskas, communication personnelle). Il est ainsi probable que

cette méthode de criblage soit utilisable sur des souches de Sthermophilus ne produisant pas

d'EPS
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Figure 62 : Production d'EPS des variants de sédimentation
Les souches bactériennes ont été cultivées en milieu lait pendant 12 h,
puis les EPS ont été extraits selon la méthode de Dubois et al. (1951).
L'expérience a été réalisée trois fois de façon indépendante.
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Figure 63 : Pouvoir d'adhésion à une surface en verre du variant de
sédimentation CNRZ368-6.1
Les lames de verre ont été photographiées en microscopie à fluorescence (A.)
afin de calculer le pourcentage de la surface recouverte par les cellules (B.).
Trois expériences indépendantes ont été réalisées pour chacune des souches
bactériennes. Pour chaque exp.érience d'adhésion, le pourcentage de.
recouvrement a été calculé à partir de 10 clichés photographiques.
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Discussion

Ce travail a permis d'identifier un gène nommé ese (pour ~ell ~egation), impliqué dans

la ségrégation cellulaire chez S. thermophilus. Ce gène présente trois particularités

génétiques : il est chimérique, variable et mosaïque. Il a été montré que ese influence les

propriétés adhésives des cellules de S. thermophilus. Par ailleurs, un autre facteur influençant

potentiellement le pouvoir adhésif de façon négative a été identifié: la production d'EPS.

L'ensemble de ces résultats est discuté en trois parties distinctes.

1 Le gène ese e-ode une protüue extlatellulaire impliquêe dans la
sêgrègatioD teDulau'e

1.1 Architecture modulaire des protéines extracellulaires impliquées dans la

sé2.ré2.ation cellulaire

Streptoeoeeus thermophilus, tout comme les autres streptocoques, se développe sous la

forme de chaînes de cellules. Un mutant de S. thermophilus dans lequell'ORF ese est délétée

présente de longues chaînes de cellules et ne présente pas de modifications majeures de la

morphologie cellulaire. Un test de complémentation, réalisé par ajout d'un plasmide intégratif

portant une copie de l'ORF ese précédée de son propre promoteur, et suivi de son terminateur

putatif, permet de restaurer le phénotype sauvage. Ces résultats montrent que ese est impliqué

dans le raccourcissement des chaînes de cellules, et par conséquent dans la ségrégation des

cellules.

Des gènes impliqués dans la ségrégation cellulaire ont déjà été identifiés chez d'autres

coques se développant sous la forme de chaînes tels que aemA chez L. laetis (Buist et al.,

1995), lytA et lytB chez S. pneumoniae (Sanchez-Puelles et al., 1986; Garcia et al., 1999).

Chacun de ces gènes code des protéines extracellulaires présentant une activité hydrolase du

peptidoglycane. Ces protéines ont une structure modulaire: elles présentent un ou plusieurs

domaines d'attachement à la paroi (Sanchez-Puelles et al., 1990; Steen et al., 2003), et un

domaine enzymatique catalysant l'hydrolyse d'une liaison du peptidoglycane (Sanchez

Puelles et al., 1986; Buist et al., 1995; De Las Rivas et al., 2002).

La structure de la protéine Cse semble également être modulaire: Cse présenterait un

domaine LysM d'attachement à la paroi, à l'instar d'AcmA, ainsi qu'un domaine catalytique

CHAP (pour 0steine, .histidine-dependent f!midohydrolase/2eptidase). Les domaines CHAP

sont souvent présents dans des protéines de surface (Bateman et Rawlings, 2003; Rigden et

al., 2003). Celui de l'autolysine Aae de Staphyloeoeeus epidermidis présente une activité

hydrolase du peptidoglycane (Heilmann et al., 2003). Une hypothèse simple est donc que Cse

corresponde à une protéine extracellulaire, attachée à la surface des cellules, et catalysant

1'hydrolyse de liaisons du peptidoglycane.

1.2 Est-ce que la protéine extracellulaire Cse est une hydrolase du peptidoglycane ?

La construction de fusions traductionnelles de ese avec un gène rapporteur a montré que la

protéine Cse est extracellulaire. Ensuite, une éventuelle activité hydrolase du peptidoglycane
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a été recherchée. Pour cela, des extraits protéiques des souches S. thermophilus CNRZ368

sauvage et I1cse ont été testés en zymographie, afm de révéler une éventuelle activité

hydrolase du peptidoglycane. Deux substrats différents ont été testés: des cellules

S. thermophilus et des celules de Micrococcus lysodeikticus. Ces cellules ont, au préalable,

subit un traitement par chauffage à 120°C. Ces expériences n'ont pas révélé d'activité lytique

associée à Cse.

Deux fragments de la protéine Cse ont également été surproduit chez E. coli: un fragment

allant des résidus d'acides aminés 1 à 183, contenant notamment le domaine putatif LysM, et

un fragment allant des résidus d'acides aminés 184 à 461, contenant la région riche en

répétitions ainsi que le domaine putatif CHAP. Des extraits protéiques des souches d'E. coli

surproduisant les fragments de Cse ont été testés par zymographie, dans les mêmes conditions

que précédemment. Aucune activité lytique associée aux fragments de Cse n'a été détectée.

Les zymogrammes ayant été réalisés par dénaturation des protéines, migration

électrophorétique en SDS-PAGE, puis renaturation, l'absence de détection d'une activité

hydrolase du peptidoglycane pouvait s'expliquer par une renaturation incorrecte de Cse.

D'autres tests ont été réalisés (thèse de Séverine Layec). L'activité lytique d'extraits de

protéines natives des souches recombinantes d'E. coli surproduisant des fragments de la

protéine Cse, a été testée en milieu liquide, avec comme substrat des cellules autoclavées de

S. thermophilus ou de M lysodeikticus. Cette expérience n'a pas révélé d'activité lytique

associée à un des fragments de la protéine Cse (résultats non montrés). Enfin, une souche

mutante de L. lactis se développant sous la forme de chaînes longues a été transformée avec le

plasmide autoréplicatif pNST260+::cse. Cette expérience avait pour but de déterminer si cse

était capable de complémenter un phénotype de chaînes longues résultant d'une déficience en

une hydrolase du peptidoglycane. La souche mutante utilisée est délétée du gène acmA (fourni

par le Pr J. Kok) et la croissance de ce mutant sous la forme de chaînes longues résulte de

l'absence de l'hydrolyse des liaisons du peptidoglycane normalement hydrolysées par AcmA.

L'ajout du plasmide pNST260+::cse dans le génome du mutant l1acmA ne se traduit pas par

une diminution de la longueur des chaînes de cellules (résultats non montrés).

L'hypothèse d'une activité hydrolase du peptidoglycane portée par PcsB, une autre

protéine présentant un domaine CHAP, avait déjà été testée chez S. agalactiae. Les auteurs

ont effectué des tests de zymographie, mais ont également recherché à révéler une activité

hydrolase du peptidoglycane par cartographie du peptidoglycane en HPLC. Aucune de ces

approches n'a permis de détecter une éventuelle activité hydrolase du peptidoglycane de PcsB

(Reinscheid et al., 2001; Reinscheid et al., 2003).

L'ensemble de ces résultats suggère soit que la protéine Cse n'a pas d'activité hydrolase du

peptidoglycane, soit que les conditions testées ne permettent pas de révéler cette activité.

1.3 Fonction de la région Var-Cse
1.3.1 Une charnière interdomaine

La région Var-Cse est localisée entre le domaine LysM et le domaine CHAP. Par

conséquent, une hypothèse simple serait que Var-Cse soit une charnière joignant ces deux

domaines. Une telle fonction est supposée pour les séquences interdomaines appelées
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charnières de type Q (ou Q linker) qUI JOIgnent les domaines de protéines régulant

l'expression de gènes du métabolisme de l'azote (Wootton et Drummond, 1989). La séquence

de ces charnières est riche en résidus d'acides aminés glutamine (ou Q), d'où leur nom. Des

mutants ont été construits dans le but d'augmenter la taille de cette région dans les protéines

NifA et NtrC. Ces variations de la longueur de la charnière n'ont pas de conséquence sur

l'activité régulatrice de ces protéines (Wootton et Drummond, 1989). De façon analogue,

l'influence de modifications de la séquence de la région Var-Cse sur l'activité de ségrégation

cellulaire de la protéine Cse a été étudiée. Pour cela, la région var-cse de la souche

LMGI8311 a été remplacée au locus chromosomique par celle de la souche CNRZ368. La

région Var-Cse de la souche CNRZ368 est 60 pb plus courte que celle de la souche

LMGI8311, et leurs séquences présentent 40% de divergence. De façon similaire aux

protéines NifA et NtrC, les modifications apportées à la région Var-Cse ont peu ou pas

d'influence sur l'activité de ségrégation cellulaire de la protéine Cse. Ainsi, un rôle de

charnière interdomaine pour cette région Var-Cse serait en accord avec sa capacité à tolérer la

variabilité.

La région Var-Cse mesure entre 136 et 180 résidus d'acides aminés selon les allèles

séquencés. Or les régions charnières mesurent généralement entre 4 et 20 résidus d'acides

aminés (Tanaka et al., 2003). Par exemple, les charnières de type Q mesurent entre 15 et 25

résidus d'acides aminés (Wootton et Drummond, 1989). Compte tenu de la grande taille de la

région Var-Cse, il semble alors probable qu'elle ait une autre fonction que celle de charnière

interdomaine.

1.3.2 Un espaceur
La région Var-Cse pourrait constituer un espacement entre les domaines LysM et CHAP

nécessaires à l'activité de ségrégation cellulaire. Un rôle similaire a été suggéré pour la région

riche en répétitions de la protéine de liaison au fibrinogène Clf de S. aureus (Hartford et al.,

1997). Le fibrinogène est un composant des matrices extracellulaires des mammifères (pour

revue Hay, 1991). La protéine Clf est ancrée à la paroi via son extrémité C-terminale et

interagit avec le fibrinogène grâce à un domaine localisé à son extrémité N-terminale. Le site

de liaison covalent à la paroi et le domaine d'interaction au fibrinogène sont espacés par une

région riche en motifs répétés DS. Cette région riche en répétitions permettrait au domaine de

liaison au fibrinogène d'être exposé à la surface. En l'absence de cette région riche en

répétitions, le domaine d'interaction avec le fibrinogène resterait enfoui au coeur de la paroi

cellulaire et ne pourrait ainsi pas assurer son rôle (Hartford et al., 1997). De façon analogue,

la région Var-Cse pourrait permettre d'espacer physiquement le domaine catalytique CHAP

du domaine d'attachement LysM, afm que le domaine CHAP puisse être à proximité de son

substrat.

1.3.3 Un domaine de liaison à la paroi

Une hypothèse alternative serait que la région Var-Cse soit un domaine de liaison à la

paroi. En effet, cette région de la protéine Cse est notamment riche en résidus d'acides aminés

proline, sérine et thréonine. Or, le domaine de liaison à la paroi de la protéine Ftf de

Streptococcus salivarius est également riche en ces résidus d'acides aminés (Rathsam et
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Jacques, 1998; Sara et al., 1998). De plus, les propriétés adhésives de ce domaine pourraient

résulter de l'enrichissement en ces résidus d'acides aminés (Rathsam et Jacques, 1998). Les

fonctions hydroxyles des sérines et thréonines pourraient interagir avec des composants de la

paroi en formant des liaisons hydrogène. Dans ce contexte, la tolérance de la région Var-Cse

envers la variabilité pourrait signifier que les interactions entre la région Var-Cse et la paroi

ne requièrent pas de conservation de sa structure mais plutôt une conservation de sa

composition en acides aminés. Or, malgré sa variabilité, la région Var-Cse reste enrichie en

les mêmes acides aminés.

Un rôle d'attachement à la paroi a également été proposé pour un domaine d'une autre

protéine de S. thermophilus : l'hydrolase du peptidoglycane Mur!. Cette protéine, pourtant

associée à la paroi, ne présente pas de similarité avec les domaines d'attachement connus. Elle

présente en revanche, une région particulièrement riche en résidus glycine, sérine et

thréonine. Les auteurs ont par conséquent fait l'hypothèse que cette région permet à la

protéine d'être liée à la paroi (Husson-Kao et al., 2000).

1.3.4 Avantage adaptatif conféré par la variabilité de la région Var-Cse

La variabilité de la région centrale du gène cse a peu ou pas d'influence sur l'activité de

ségrégation cellulaire de la protéine Cse, comme le montre les résultats issus du

remplacement de la région var-cse d'une souche de S. thermophilus par celle d'une autre. Par

conséquent, si la variabilité de cette région du gène confère un avantage adaptatif, il est

probable qu'il soit indépendant de l'activité de ségrégation cellulaire de Cse. Chez les

streptocoques pathogènes, la variabilité de protéines de surface leur confère la capacité à

échapper au système immunitaire de leur hôte (Madoff et al., 1996). Cette variabilité leur

permet ainsi de s'adapter à un milieu pouvant être hostile à leur survie. Une hypothèse simple,

serait que la variabilité de la protéine Cse confère à S. thermophilus la capacité à échapper à

un facteur de son environnement affectant sa survie ou sa capacité à se diviser. Ce facteur

reconnaîtrait les cellules de S. thermophilus via la protéine Cse. La seule niche écologique

connue de S. thermophilus est le lait et des produits alimentaires issus de sa fermentation.

Dans ces environnements, il existe des bactériophages pouvant entraîner la lyse des cellules

de S. thermophilus. Ces bactériophages ont un spectre d'hôte très étroit, suggérant qu'un

facteur de variabilité entre les souches de S. thermophilus en est responsable. Une hypothèse

serait que la protéine Cse soit un récepteur de phages et que la variabilité de sa région centrale

permette de générer des variants de la protéine qui ne seraient plus reconnus par ces phages.

Cette hypothèse a été testée en collaboration avec Sylvain Moineau (Université Laval,

Canada)(résultats non montrés). Deux phages infectant la souche S. thermophilus CNRZ368

ont été identifiés. Toutefois, ces deux phages restent capable d'infecter la souche CNRZ368

lorsque le gène cse est délété de son génome, suggérant fortement que la région Var-Cse de la

protéine Cse n'est pas le récepteur de ces phages. La question d'un avantage adaptatif conféré

par la variabilité de la région Var-Cse reste ouverte.
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2 Origine et êvo1utiQD. du. gène CM

2.1 Origine et conséquences fonctionnelles du caractère chimérique de cse

2.1.1 Le gène cse aurait été généré par réassortiment de modules

La région HRC1 (homologous region, copy 1), localisée dans le locus ese, présente un fort

pourcentage d'identité (93%) avec une autre région du génome nommée HRC2 qui est

localisée dans le locus pesB (Figure 64). Le fort pourcentage d'identité entre les régions HRC

suggère que l'une des deux provient d'un événement de duplication de l'autre région.

La région HRC1 est flanquée par des fragments d'üRF de gènes distincts: ese et or/l. Ces

régions codent toutes deux des fragments de protéines homologues de la même protéine: la

protéine SIP de S. agalaetiae (Rioux et al., 2001). Plus précisément, la partie N-terminale de

Cse est homologue de la partie N-terminale de SIP, alors que la partie C-terminale de üRF1

est homologue de la partie C-terminale de SIP. Par ailleurs, l'analyse du génome complet n'a

pas révélé l'existence de protéine de S. thermophilus homologue de SIP sur toute sa longueur.

En revanche, de tels homologues ont été trouvés chez tous les autres streptocoques dont le

génome est entièrement séquencé, excepté chez S. mutans. Le gène pesB quant à lui semble

ubiquitaire chez les streptocoques, y compris S. thermophilus. Ces résultats suggèrent que

c'est la copie HRC2 qui aurait subi un événement de duplication. Cette duplication aurait eu

lieue, soit en intragénomique, soit par transfert horizontal.

Les résultats suggèrent également que l'insertion de la copie dupliquée aurait eu lieu à

l'intérieur d'une üRF ancestrale. Cette üRF aurait codé une protéine SIP (Figure 64). Les

conséquences de cet événement d'insertion auraient été la génération de deux gènes

chimériques: ese et orfl, et la disparition du gène ancestral sip. En conclusion, le gène ese est

chimérique, il aurait été généré par réassortiment de fragments de gènes non homologues.

2.1.2 La protéine Cse résulterait d'un réassortiment de domaines

Les régions HRC englobent chacune une séquence codant l'intégralité d'un domaine

CHAP. Ainsi, le réarrangement qui aurait été à l'origine de la génération du gène ese aurait

engendré la fusion d'un fragment de gène, codant entre autre un domaine LysM putatif, à un

autre fragment de gène, codant un domaine CHAP putatif. Ainsi, ce réarrangement aurait eu

pour conséquence l'association d'un domaine LysM à un domaine CHAP. Par conséquent,

Cse aurait été généré par réassortiment de domaines et le gène ese par réassortiment de

modules. En effet, un module a été défini précédemment comme un fragment de gène codant

un domaine protéique.

2.1.3 Conséquence fonctionnelle du réassortiment de domaines à l'origine de Cse

2.1.3.1 Introduction

PcsB et Cse ont toutes deux un domaine CHAP du côté C-terminal et ne présentent pas

d'identité significative du côté N-terminal. Ces deux protéines seraient donc constituées de

combinaisons différentes de domaines. Par conséquent il est probable que PcsB et Cse aient

des fonctions différentes.
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pcsB HRC2 rpp~
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)

__----J) : ORF

~ : Représentation partielle

: Région intergénique

Figure 64 : Génération des gènes cse et orf1 par réassortiment de
modules
Les régions HRC1 et HRC2 (pour homologous region, çopy 1 et 2) sont
représentées en noir. Les pointillés délimitent les bornes de la région dupliquée
et son site d'insertion.
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2.1.3.2 Fonction de PcsB

L'inactivation du gène codant PcsB (pour Qrotein for çell §.eparation) a été entreprise chez

trois streptocoques: S. agalaetiae (Reinscheid et al., 2001), S. mutans (Chia et al., 2001a), et

S. pneumoniae (Ng et al., 2004). Chez S. mutans, un mutant présentant une inactivation du

gène sagA, codant PcsB (appelé GSP-781 ou SMU.22) a été obtenu. Chez S. agalaetiae,

l'obtention d'un mutant présentant une inactivation du gène pesB a nécessité dans le milieu de

culture la présence de sorbitol, une molécule osmoprotectante. En revanche, chez

S. pneumoniae, il n'a pas été possible d'obtenir de mutant inactivé dans le gène pesB, y

compris lorsqu'un osmoprotectant tel que le sorbitol est ajouté dans le milieu de culture. Par

conséquent, les auteurs ont opté pour la construction d'un mutant conditionnel dans lequel le

promoteur sauvage de pesB a été remplacé par un promoteur dont l'activité est modulable en

fonction de la concentration en fucose. En conclusion, le gène pesB est essentiel à la

croissance de S. pneumoniae alors qu'il ne l'est pas chez S. mutans et S. agalaetiae.

Les mutants pesB de S. mutans et de S. agalaetiae, et le mutant de S. pneumoniae pour

lequel l'expression de pesB est drastiquement diminuée, présentent des caractéristiques

communes. Les trois souches croissent lentement en milieu liquide, et sont toutes affectées

dans la morphologie cellulaire (Figure 65). Plus précisément, la forme des cellules est très

hétérogène et il semble que les cellules se séparent selon de multiples plans. Il a également été

observé, chez les mutants pesB de S. mutans et S. agalaetiae, que plusieurs plans de division

se forment au sein d'une même cellule (Figure 66) (Chia et al., 2001a; Reinscheid et al.,

2001). Une hypothèse simple expliquant ces modifications morphologiques est que ces

mutants sont affectés dans la structure du peptidoglycane. Cette hypothèse est confortée par

des expériences montrant que le mutant pesB de S. pneumoniae est affecté dans le contrôle de

la biosynthèse de peptidoglycane (Ng et al., 2004). Cela pourrait expliquer pourquoi le

mutant pesB de S. agalaetiae nécessiterait la présence d'un osmoprotectant pour croître: sa

paroi ne serait plus assez rigide pour supporter la pression osmotique imposée par le milieu

intracellulaire.

2.1.3.3 Divergence fonctionnelle entre Cse et PcsB

Les mutants !1ese de S. thermophilus ne semblent pas présenter les mêmes caractéristiques

phénotypiques que les mutants pesB des autres streptocoques. En effet, les mutants !1ese ne

sont pas affectés drastiquement dans leur vitesse de doublement, et n'arborent pas de

modification majeure de la morphologie cellulaire. Ces divergences phénotypiques suggèrent

que PcsB et Cse ont des fonctions différentes. Les deux régions C-terminales, incluant le

domaine CHAP, étant homologues, il est probable que cette divergence fonctionnelle entre

PcsB et Cse résulte d'une spécialisation de l'activité des domaines CHAP, spécialisation qui

serait assurée par la région N-terminale qui leurs sont associées.

2.1.3.4 Recouvrementfonctionnel partiel entre PcsB et Cse

Lorsque l'expression du gène pesB de S. pneumoniae est faiblement abaissé, et non pas

drastiquement abaissé comme présenté précédemment, S. pneumoniae se développe, tout

comme la souche S. thermophilus !1ese, sous la forme de longues chaînes de cellules dont la
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Streptoeoeeus pneumoniae pesB
+ 0,2% fueose sans fueose

Streptoeoeeus mutans
sauvage pesB

Streptoeoeeus agalaetiae pesB

Figure 65 : Morphologie cellulaire de mutants pcsB chez trois streptocoques (d'après Ng et al.,
2004; Chia et al., 2001 ; Reinscheid et al., 2001)
Les cellules de S. pneumoniae ont été photographiées en microscopie optique à contraste de phase à
un grossissement de 1000 (les auteurs n'ont pas représenté l'échelle). La souche de S. pneumoniae
photographiée est un mutant pour lequel le niveau d'expression du gène pesa est sous le contrôle de la
concentration en fucose du milieu de culture. Deux conditions sont présentées: en présence de 0,2%
de fucose, le gène est exprimé, en absence de fucose, le gène est sous exprimé.
Les cellules de S. mutans et de S. agalaetiae ont été photographiées en microscopie électronique à
balayage. Chez ces deux streptocoques, les mutants pesa ont été obtenus par inactivation de l'ORF
pesa.
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Streptococcus agalactiae

A.

O.5llm

B.

Streptococcus mutans

E. F.

c.

D.

O.51lm

G.

Figure 66 : Observation des cellules de deux mutants pesB en microscopie
électronique à transmission (d'après Reinscheid et al., 2001 ; Chia et al.,
2001)
Les clichés photographiques des souches sauvages de S. agalactiae et S. mutans
sont présentés respectivement en A et E, ceux des mutants pcsB sont présentés en
B, C, et 0 pour S. agalactiae, et en F et G pour S. mutans. Les clichés
photographiques des souches de S. mutans ont été pris à un grossissement de
50000, les auteurs n'ont pas représenté l'échelle.
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morphologie ne semble pas affectée (Ng et al., 2004). Il est donc probable que les protéines

Cse et PcsB présentent un recouvrement fonctionnel partiel.

Un recouvrement fonctionnel des protéines présentant des domaines CHAP avait déjà été

suggéré par Ng et al. (2004) pour expliquer le caractère essentiel à la croissance du gène pesE

chez S. pneumoniae, et non essentiel chez S. mutans et S. agalaetiae. Les auteurs ont constaté

que le génome de S. pneumoniae, dont le gène pesE est indispensable à la croissance, coderait

en plus de PcsB une autre protéine avec un domaine CHAP. En revanche, le génome de

S. mutans et celui de S. agalaetiae, dont le gène pesE est non indispensable à la croissance,

coderaient 6 protéines avec un domaine CHAP. Ces données suggèrent un recouvrement

fonctionnel partiel entre PcsB et une ou plusieurs des autres protéines présentant un domaine

CHAP chez S. mutans et S. agalaetiae.

Dans le cadre de cette hypothèse, Cse et PcsB seraient toutes deux impliquées dans la

ségrégation cellulaire. En plus d'être impliqué dans la ségrégation cellulaire, la protéine PcsB

serait impliquée dans la morphogenèse cellulaire, contrairement à Cse.

2.2 Mécanismes d'évolution de la région centrale du gène cse

2.2.1 Variabilité de la région var-cse

La région centrale de ese est quasi exclusivement constituée de motifs répétés. L'analyse

de la séquence de cette région, nommée var-ese, chez 18 souches de S. thermophilus, a

montré que elle est variable en séquence et en taille.

L'analyse détaillée des séquences var-ese a révélé au total 11 motifs répétés différents

positionnés en tandem ou de façon dispersée. Cette caractéristique est peu communément

décrite dans la littérature. En effet, les régions riches en motifs répétés sont généralement

constituées de motifs répétés en tandem (Fischetti et al., 1991; Dramsi et al., 1993; van

Belkum et al., 1998). Certains gènes présentent cependant des régions riches en répétitions

constituées de plusieurs motifs répétés différents positionnés de façon dispersée (Fahnestock

et al., 1986; Filpula et al., 1987; Kehoe, 1994; Giraud et Cuny, 1997). Toutefois, à notre

connaissance, la variété des motifs répétés décrits n'atteint jamais celle observée pour ese.

2.2.2 La variabilité: une conséquence de l'instabilité génétique résultant de la

richesse en répétitions

L'alignement de la séquence de certains allèles révèle que la variabilité de la taille peut

résulter de la variabilité du nombre de motifs répétés (Figure 67). Il est probable que les

événements d'insertions et de délétions de motifs aient eu lieu par glissements de fourche de

réplication ou par «single-strand annealing» (SSA), deux mécanismes de recombinaison

illégitime (pour revue Michel, 1999). Ces deux mécanismes font intervenir un appariement de

séquences complémentaires ectopiques, et induisent la délétion ou l'insertion de la région

située entre les unités répétées ainsi que de l'une des deux unités répétées (Figure 14 et 15

pages 12 bis et 13 bis). Les alignements de séquences des régions var-ese sont compatibles

avec ces deux mécanismes de recombinaison illégitime (Figure 67, les unités répétées ayant

potentiellement été impliquées dans un appariement ectopique ont été surlignées en gris).
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Figure 67 : Mise en évidence d'insertions et de délétions de motifs répétés
Les séquences nucléotidiques des régions var-cse des différentes souches de S. thermophilus ont été alignées
grâce au logiciel CLUSTALW. Seuls les fragments d'alignements fiables et permettant de visualiser une
divergence caractéristique d'événements d'insertion et/ou de délétion d'ADN sont présentés. Dans chacun des
cas, deux alignements sont possibles concernant le positionnement des trous, un seul des deux alignements
possibles est ici représenté. Les unités répétées ayant potentiellement été impliquées dans un appariement
ectopique ont été surlignées en gris. Les résultats obtenus avec les séquences var-cse des souches CNRZ368
(368), NST1 (1), CNRZ385 (385), A054, CNRZ308 (308), IP6757 (6757), CNRZ7 (7), CNRZ1066 (1066), Sfi6,
LMD-9, CNRZ1402 (1402), CNRZ302 (302), CNRZ307 (307), CNRZ464 (464), LMG18311 (18311), CNRZ388
(388) sont ainsi présentés. Les séquences nucléotidiques identiques sont surlignées en noir. En-dessous de
chaque séquence nucléotidique est présentée la séquence protéique correspondante. Les motifs répétés sont
encadrés et leur nom est indiqué au-dessus de l'encadré.

57 bis



Les unités répétées, supposées avoir été sujettes à un appariement ectopique, peuvent

constituer tout ou partie d'un même motif répété. Par exemple, l'événement d'insertion ou de

délétion d'un motif E, révélé par l'alignement des régions var-cse présenté Figure 67 2),

aurait pu faire intervenir un appariement ectopique de deux séquences, constituant chacune

l'intégralité d'un motif E. En revanche, les appariements de séquences ectopiques pourraient

avoir lieu entre des séquences constituant seulement une partie de motifs répétés (Figure 67

2),4),5)). Compte tenu des similarités constatées entre certains motifs (Figure 44 page 42 bis),

il est par conséquent probable que des remaniements aient impliqué l'appariement de

séquences ectopiques de motifs répétés différents. Cette hypothèse est soutenue par

l'événement d'insertion ou de délétion révélé par l'alignement présenté Figure 67 3). En effet,

ce remaniement aurait pu avoir lieu par appariement d'une partie d'un motifC avec une partie

d'un motifE.

L'appariement partiel de motifs répétés pourrait non seulement être responsable

d'insertions et de délétions d'un nombre entier de motifs répétés successifs, mais également

de leur délétion partielle. En effet, certains motifs sont similaires entre eux. Par exemple, le

motifG est entièrement compris dans un exemplaire du motifC (Figure 44 page 42 bis). Cette

similarité suggère que ces deux motifs sont apparentés. Une hypothèse serait que le motif G

aurait été généré par délétion partielle d'un motif C. Un scénario possible ferait intervenir un

appariement ectopique des trois nucléotides GCA de l'extrémité 3' de l'unité répétée F qui

précède le motif G (Figure 68). Cet appariement ectopique aurait engendré la délétion de la

région codant la séquence protéique SEA du motif ancestral C, pour générer le motif G. Il doit

être noté que ce scénario explique comment a pu être généré le motif G, mais n'explique pas

comment celui-ci, qui n'est toujours pas un motif répété au terme de ce scénario, a été

dupliqué.

Les allèles var-cse de Il souches de S. thermophilus présentent une répétition d'une

succession d'unités répétées. Dans le cas de la souche LMG18311, CNRZ388, LMD-9,

CNRZ1402, CNRZ302 et CNRZ307 c'est la succession de motifs CFCCFGCFE, de 140 pb,

qui est dupliquée de façon dispersée. Deux hypothèses peuvent expliquer l'existence de cette

grande duplication. La première est que la même succession est apparue deux fois de façon

indépendante suite à une succession de plusieurs événements d'insertion et de duplication de

motifs répétés. La seconde est que l'une des deux unités a été entièrement dupliquée. Il

semble que la seconde hypothèse soit plus favorable. En effet, les deux unités répétées qui

mesurent chacune 140 pb, ne divergent que d'un nucléotide. Cette faible divergence contraste

avec la haute dégénérescence observée pour certains motifs (Figure 42 A). Notamment, le

motif C est le plus dégénéré de tous les motifs identifiés : 8 positions sur 18 sont dégénérées.

Ainsi, il est vraisemblable que la répétition de deux exemplaires de la succession

CFCCFGCFE soit apparue suite à un événement de duplication d'une des deux copies.

Il est à noter que cette grande duplication aurait généré une duplication du motif G, motif

qui aurait été généré par délétion partielle d'un motif ancestral C selon le scénario présenté au

paragraphe précédant. L 'hypothèse de la duplication de la succession CFCCFGCFE,

contenant un motif G, expliquerait comment le motif G, initialement en copie unique, aurait

été dupliqué. Cette hypothèse est favorisée par la présence exclusive du motif G dans la

succession CFCCFGCFE. Un mécanisme équivalent de génération de motifs répétés avait été
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Figure 68: Comparaison de séquences permettant d'illustrer un mécanisme
hypothétique de génération du motif G
Alignement d'un fragment de la séquence de la région var-cse des souches S. thermophilus
LMG18311 et CNRZ388 avec une séquence ancestrale hypothétique. Les nucléotides
identiques entre les deux séquences sont surlignés en noir. La séquence de trois nucléotides
dupliqués dans la séquence ancestrale et qui ne l'est pas dans la séquence des souches de
LMG18311 et CNRZ388 est surlignée en gris. Dans cette hypothèse, le motif G aurait été
généré par délétion d'un fragment du motif ancestral C, suite à un événement de
recombinaison illégitime faisant intervenir l'appariement ectopique de deux copies d'une
séquence répétée de trois nucléotides GCA.
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suggéré suite à l'analyse de la séquence de la protéine G de deux souches de streptocoques

de groupe G (Figure 13 page Il bis) (Fahnestock et al., 1986; Filpula et al., 1987).

2.2.3 Implication du transfert horizontal

Les analyses de séquences montrent que cse est un gène mosaïque: il est en effet divisible

en 5 parties nommées de A à E sur le critère d'identités de séquences entre les allèles cse de

différentes souches de S. thermophilus (Figure 49 page 44 bis). Sur ce critère de comparaison,

les allèles cse de S. thermophilus peuvent être classés en deux groupes : les groupes l et II

(pour la défInition des groupes, voir la légende de la Figure 42 B page 41 quinto). En effet, les

séquences au sein d'un même groupe présentent entre elles environ 98% d'identité sur les

régions A, B, D et E, et au moins 70% d'identité au niveau de la région C (Figure 48 page

43 quarto). En revanche, lorsqu'on compare les séquences du groupe l avec celles du groupe

II, le pourcentage d'identité est également de 98% environ dans les région A et E mais il

chute à 93% environ dans les régions B et D. De plus, entre les deux groupes les séquences

présentent non pas 70% d'identité au moins, mais moins de 52% d'identité dans la région C.

Ainsi, les séquences des groupe l et II divergent plus des séquences de l'autre groupe que des

séquences du même groupe sur les régions BCD. Cette distinction en deux groupes n'est en

revanche plus possible sur les régions A et E.

De nombreux gènes mosaïques ont été décrits dans la littérature, notamment chez les

streptocoques (Whatmore et Kehoe, 1994; Kapur et al., 1995; Whatmore et al., 1999; Filipe et

al., 2000; Hakenbeck, 2000), et en particulier chez S. thermophilus (P. Renault,

communication personnelle). Ces gènes sont formés par recombinaison allélique entre un

locus du génome et un allèle de ce même locus acquis par transfert horizontal. Il est probable

que le caractère mosaïque de cse résulte de ce mécanisme. En effet, un événement de

recombinaison aurait pu engendrer le remplacement des régions BCD chez l'ancêtre des

souches du groupe l ou II, par celle d'un gène cse acquis par transfert horizontal et provenant

d'une autre espèce de streptocoque (Figure 69). En effet, il a été montré que les séquences des

souches de S. thermophilus divergent entre elles de 0,2% (P. Renault, communication

personnelle) (Bolotin et al., 2004). Or, les séquences du groupe l et du groupe II divergent de

7% environ au niveau des régions B et D, régions ne présentant a priori pas de structure

favorisant l'instabilité génétique (telle que des répétitions). En conclusion, il est probable que

la région BCD du gène cse des souches du groupe l ou du groupe II provienne d'un autre

streptocoque et qu'elle ait été acquise par transfert horizontal. Une hypothèse, concernant le

streptocoque donneur, serait qu'il appartienne aux espèces Streptococcus vestibularis ou

Streptococcus salivarius. En effet, le degré de divergence entre les gènes des souches de

S. salivarius, de S. vestibularis et de S. thermophilus est de l'ordre de 7% (P. Renault,

communication personnelle).

Ce remplacement implique que le streptocoque donneur présente le gène chimérique cse au

sein de son génome, et donc par conséquent que celui-ci soit proche de S. thermophilus. Cette

hypothèse est corroborée par le faible taux de divergence (7%) entre les séquences du groupe

l et celles du groupe II, dans les régions B et D.
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cse S. thermophilus
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1
1 1 cse exogène

! Recombinaison allélique
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cse mosaïque

Figure 69 : Génération du gène mosaïque cse
Une souche de S. thermophilus aurait acquis par transfert horizontal un gène cse
provenant d'une autre espèce du genre Streptococcus (appelé cse exogène). La
recombinaison allélique entre l'allèle chromosomique résident et l'allèle exogène
entraîne la formation d'un allèle cse mosaïque.
Les ORF cse sont représentées par une flèche, les régions chromosomiques
flanquant l'ORF cse de la souche de S. thermophilus sont représentées par des
traits fins. Les bornes de recombinaison sont indiquées par des traits
interrompus.
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2.3 Histoire évolutive de cse

A la lumière de l'ensemble de ces résultats il est possible d'imaginer un scénario décrivant

l'histoire évolutive de ese. L'ancêtre des streptocoques aurait présenté un gène ancestral sip

toujours présent dans le génome de S. pneumoniae, S. agalaetiae, S. pyogenes et S. suis. En

revanche, un remaniement chromosomique aurait engendré l'interruption du gène sip et la

formation du gène chimérique ese chez l'ancêtre commun à S. thermophilus et d'autres

streptocoques phylogénétiquement proches (Figure 64). Ces autres espèces sont encore non

identifiées, mais il est probable que S. salivarius et S. vestibularis, deux espèces très proches

de S. thermophilus, en face partie. L'instabilité de la région riche en répétitions aurait entraîné

une évolution rapide de la région centrale de ese depuis sa création.

Un fragment d'ADN contenant le gène ese, provenant d'un streptocoque proche de

S. thermophilus, aurait été acquis par une souche de S. thermophilus (Figure 69). Ce transfert

horizontal aurait impliqué le remplacement d'un fragment du gène ese résidant, par le

fragment équivalant exogène. La conséquence de ce remplacement aurait été la formation

d'un gène ese mosaïque.

2.4 Imoortance des reglOns de faible complexité et tolérant la variabilité dans les

réassortiments de domaines

2.4.1 Exemples de protéines de surface ayant été potentiellement générées par

réassortiment de domaines

2.4.1.1 La protéine Cse

La région HRC1 est flanquée par deux régions riches en répétitions: la région var-ese et

une autre région localisée dans le gène or/l. Tous les motifs identifiés dans la région riche en

répétitions de orfl sont communs à ceux identifiés dans la région var-ese des souches de

S. thermophilus du groupe II (Figure 51 page 45 bis). De plus, la région riche en répétitions

de or/l est constituée de la répétition en tandem de la succession de motifs ECCF, succession

identifiée à plusieurs reprises dans la région var-ese de plusieurs souches du groupe II. Cette

région présente également une séquence de faible complexité.

La région HRC2 quant à elle jouxte une région de faible complexité, également riche en

répétitions, qui est localisée en amont d'HRC2, dans l'ORF pesB (Figure 51 page 45 bis).

Cette région, également variable au niveau intraspécifique, est constituée de motifs répétés

communs à ceux identifiés dans la région var-ese.

Dans le cadre de l'hypothèse de la génération de ese par réassortiment de modules, ces

résultats suggèrent qu'une des bornes de la duplication était localisée dans une région

ancestrale variable et riche en répétitions du gène pesB (Figure 70). Ils suggèrent également

que l'insertion de la copie dupliquée a eu lieu au sein d'une région variable et riche en

répétitions du gène ancestral sip (Figure 70).

Si les régions centrales des gènes pesB et sip contiennent une région de faible complexité,

variable et riche en répétitions, alors il est possible que leur gène ancêtre présentait également

ces mêmes caractéristiques.

L'analyse par DOT PLOT de l'ORF sip de S. agalaetiae ainsi que celles qui lui sont

homologues chez S. pyogenes, S. pneumoniae et S. suis n'a pas révélé l'existence de région
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1 Duplication ou transfert horizontal,+insertion

pesB HRC2 rpp~

=======~='=-'-------;'~f----~>
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~ : Représentation partielle

: Région intergénique

:§ ou Il :Région variable et de faible complexité

Figure 70 : Localisation des bornes du réarrangement à l'origine de la
génération des gènes cse et orf1
Les régions HRC1 et HRC2 (pour homologous region, çopy 1 and 2) sont
représentées en noir. Les pointillés délimitent les bornes de la région dupliquée et
son site d'insertion.
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riche en répétitions. En revanche, l'alignement de la séquence de ces ORF, ou de leur

produit, montre qu'à défaut d'être hautement divergentes au niveau intraspécifique, les

régions centrales sont très divergentes au niveau interspécifique (Figure 71). De plus,

l'analyse de ces séquences avec logiciel SEG montre que ces régions centrales présentent une

séquence de faible complexité (résultat non montré). Les mêmes résultats sont obtenus

lorsque les séquences de pesB et de leur produit sont analysées (Figure 72). Compte tenu de la

variabilité intraspécifique de la région centrale des gènes sip et pesB actuel, il est probable

que cette même région était également variable et de faible complexité au moment où le

réarrangement à l'origine de ese a eu lieu (Figure 70).

L'ensemble de ces données suggèrent que certaines bornes du réarrangement d'ADN à

l'origine du gène chimérique ese, étaient localisées à l'intérieur de régions variables et

présentant une séquence de faible complexité.

2.4.1.2 La protéine PcsB ou SagA

Comme mentionné précédemment, tous les génomes entièrement séquencés de

streptocoques, ainsi que celui de L. laetis, codent une protéine homologue de PcsB. Le

génome d'E. faeeium code également une protéine homologue de PcsB, nommée SagA (pour

§.ecreted ~ntigen A)(Teng et al., 2003). Toutefois, seule la région N-terminale de la protéine

présente des similarités significatives (42% d'identité, 64% de similarité) avec les protéines

PcsB (Figure 73). Pourtant, à l'instar des gènes pesB de S. mutans, S. thermophilus,

S. pneumoniae et L. laetis, le gène sagA est précédé de l'opéron putatif mreCD. Cette

organisation commune, en plus des similarités de séquence, suggère que les régions 5' des

gènes sagA et pesB sont orthologues. Quant à l'extrémité C-terminale de SagA, celle-ci

présente des similarités significatives (63% d'identité, 76% de similarité) avec un fragment

d'une autre protéine: une muramidase codée par le génome du même organisme, E. faeeium.

Les régions homologues entre ces protéines contiennent l'intégralité d'un domaine

NPLC/P60. Ce domaine, souvent présent dans des lipoprotéines, est de fonction inconnue.

Ainsi, SagA ne présente pas de domaine CHAP comme PcsB, mais présente à la place un

autre domaine, de fonction inconnue, ne présentant pas d'identité significative avec les

domaines CHAP. Il est donc probable que PcsB ou SagA soit une protéine chimérique ayant

été générée par réassortiment de domaines.

L'analyse de la séquence de la protéine SagA avec le logiciel SEG montre que la séquence

localisée entre le domaine N-terminal homologue de PcsB, et le domaine C-terminal

homologue de la muramidase, est de faible complexité. De plus, la séquence est riche en

motifs répétés (Teng et al., 2003). Elle contient deux motifs répétés différents de douze

résidus d'acides aminés. L'un d'eux est présent en 4 exemplaires et l'autre en 3. Une

recherche effectuée avec le logiciel BLAST a permis d'identifier des protéines homologues de

SagA présentant les deux mêmes types de domaines N- et C-terminaux. L'alignement montre

que les régions centrales de ces protéines sont très divergentes contrairement aux régions N

et C-terminales, traduisant la variabilité de la région centrale (Figure 74).

Ainsi, les protéines PcsB et SagA présentent chacune deux domaines reliés l'un à l'autre

par une séquence variable de faible complexité. Or, un réarrangement génomique, ayant pour

conséquence la génération d'une protéine par réassortiment de domaine, nécessite qu'une
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Figure 71 : Alignement de la protéine SIP de S. agalatiae avec ses homologues les plus proches chez trois
autres streptocoques
L'alignement a été construit grâce au logiciel CLUSTALW. Les résidus sont surlignés en noir lorsque 75% des
séquences présentent le même résidu d'acides aminés à la même position, et en gris lorsque 75% des résidus
d'acides aminés sont chimiquement équivalents. Les séquences sont accessibles grâce aux numéros d'accession
suivants: NP_734501 pour celle de S. agalactiae NEM316 (Sag_NEM316), NP_359466 pour celle de
S. pneumoniae R6 (Spn_R6), NC_004070 pour celle de S. pyogenes MGAS315 (SPLMGAS315) et
ZP_00333146 pour celle de S. suis 89/1591 (Ssu_89/1591).
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Figure 72 : Alignement de la protéine PcsB de S. agalactiae avec ses homologues les plus proches chez
d'autres coques
L'alignement a été construit grâce au logiciel CLUSTALW. Les résidus sont surlignés en noir lorsque 75% des
séquences présentent le même résidu d'acides aminés à la même position, et en gris lorsque 75% des résidus
d'acides aminés sont chimiquement équivalents. Les séquences sont accessibles grâce aux numéros d'accession
suivants: NP_720505 pour celle de S. mutans UA159 (NPJ20505), NP_359612 pour celle de S. pneumoniae R6
(Spn_R6), YP_138567 pour celle de S. thermophilus LMG18311 (Sth_LMG18311), NP_663818 pour celle de
S. pyogenes MGAS315 (SPLMGAS315), NP_734486 pour celle de S. agalaetiae NEM316 (Sag_NEM316),
ZP_00332812 pour celle de S. suis 89/1591 (Ssu_89/1591) et NP_268386 pour celle de L. laetis subsp. laetis
(LIa_IL1403).
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Figure 73 : SagA ou PcsB est une protéine chimérique
Les régions présentant des identités significatives sont reliées entre elles par
des traits interrompus. Les valeurs d'identité (id.) et de similarité (sim.) sont
mentionnées. Les domaines ont été prédits grâce à COD et les régions de faible
complexité ont été détectées grâce au logiciel SEG.
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Figure 74 : Alignement de SagA avec les proteines qui lui sont homologues sur les regions N- et
C-terminales
L'alignement a été construit grâce au logiciel CLUSTALW. Les résidus sont surlignés en noir lorsque 2/3 des
séquences présentent le même résidu d'acides aminés à la même position, et en gris lorsque 2/3 des résidus
d'acides aminés sont chimiquement équivalents. Les séquences sont accessibles grâce aux numéros d'accession
suivants: AAF86217 pour SagA, P13692 pour P54 et AAF87D93 pour SagBb.
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borne soit localisée entre les séquences codant les domaines réassortis. Par conséquent, il est

probable qu'une des bornes du réarrangement supposé à l'origine de la protéine PcsB ou

SagA était localisée à l'intérieur d'une région variable de faible complexité.

2.4.1.3 La protéine APFl

Une protéine de surface chimérique a été identifiée chez Lactobacillus johnsonii (Turner et

al., 2004). La région C-terminale de la protéine APF1 présente 86% d'identité avec la région

C-terminale de la protéine Sep de Lactobacillus fermentum (Figure 75). En revanche, les

autres régions de ces deux protéines ne présentent pas d'identité significative entre elles. De

plus, la protéine Sep présenterait dans sa région N-terminale un domaine LysM que ne

présenterait pas la protéine APFl. Ces données suggèrent que la protéine Sep, ou que la

protéine APF1, a été générée par réassortiment de domaines.

Les génomes d'E.faecium et de S. pneumoniae présentent chacun un gène codant une

protéine homologue des régions N- et C-terminales de la protéine Sep de L. fermentum. En

revanche, ces mêmes génomes ne présenteraient pas d'homologue du gène codant APFl.

Ainsi, il est probable que l'ancêtre commun aux bactéries du genre Lactobacillus,

Enterococcus et Streptococcus, ait présenté un gène codant une protéine Sep. La protéine

APF 1, serait ainsi une protéin~ chimérique, codée par un gène chimérique issu de la fusion de

la région 3' d'un gène ayant codé une protéine Sep ancestrale, à un fragment d'un autre gène.

La région centrale des gènes codant des protéines Sep et APF1 ne présente pas de motifs

répétés. Toutefois, ces deux protéines présentent dans leur région centrale, une séquence de

faible complexité riche en résidus glutamine. De plus, l'alignement de deux protéines

d'E.faecium et d'une protéine d'E.faecalis, toutes homologues de Sep, avec la protéine Sep

de L. fermentum, révèle que la région centrale est très divergente comparativement aux

régions N- et C-terminales (Figure 76). La région centrale de la protéine Sep serait par

conséquent variable.

L'analyse de l'alignement des protéines Sep et APF1 montre que leurs régions

C-terminales présentent entre elles des similarités significatives jusqu'à la limite C-terminale

de leur région centrale de faible complexité respective (Figure 75 B). Par conséquent, il

semble alors possible que les fragments de gènes aient été fusionnés au niveau de régions

variables et de faible complexité pour former le gène chimérique codant la protéine APFl. La

région centrale du gène codant APF1 est une région de faible complexité. Or, les régions de

faible complexité ont tendance à évoluer rapidement (Wootton et Federhen, 1996). Ainsi, il

est probable que la région centrale du gène codant APF1 soit variable. La région centrale de

ce gène étant probablement variable, la borne de la fusion aurait pu être effacée suite à de

multiples mutations.

2.4.2 Les régions variables et de faible complexité pourraient favoriser la

génération de nouvelles protéines par réassortiments de domaines

La création de nouvelles protéines par réassortiments de domaines peut théoriquement

permettre de générer une nouvelle fonction, grâce à un unique événement mutationnel, en

recombinant des fragments de gènes entre eux. Toutefois, pour être efficace, la localisation

des bornes des réarrangements ne doit pas induire d'inactivation de la fonction propre à
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Figure 75 : Identité partielle des deux protéines Sep et APF1 (d'après Turner,
2004)
A. Représentation schématique des protéines Sep de Lactobacillus fermentum et
APF1 de Lactobacillus johnsonii. Le pourcentage d'identité (id.) entre les régions
délimitées par des pointillés est indiqué. Les positions sont indiquées en acides
aminés.
B. Alignement des séquences Sep et APF1 obtenu grâce au logiciel CLUSTALW.
Les positions identiques sont surlignées en noir, celles chimiquement équivalentes
sont surlignées en gris. Les régions de faible complexité détectées par le logiciel
SEG sont indiquées par des traits noirs épais.
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Figure 76 : Alignement de Sep avec les proteines qui lui sont homologues sur les regions N- et
C-terminales
L'alignement a été construit grâce au logiciel CLUSTALW. Les résidus sont surlignés en noir lorsque 100% des
séquences présentent le même résidu d'acides aminés à la même position, et en gris lorsque 100% des résidus
d'acides aminés sont chimiquement équivalents. Les séquences sont accessibles grâce aux numéros d'accession
suivants: AAS55430, ZP_00285760 et NP_814228 respectivement pour les protéines de L. fermentum, E.
faecium et E. faecalis.
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chaque domaine. La fonctionnalité d'un domaine aura notamment plus de chance de rester

intacte si le site de fusion n'est pas localisé à l'intérieur des domaines. En effet, les contraintes

de structure pouvant être élevées, un domaine tronqué ou chimérique aura de fortes chances

d'être non fonctionnel. Par conséquent, il est plus favorable que les sites de fusion soient

localisés à l'intérieur des charnières interdomaines ou alors à l'intérieur de domaines

protéiques dont la fonction impose de faibles contraintes sur la conservation de la séquence.

Peu de protéines ou gènes chimériques bactériens sont décrits de façon détaillée du point

de vue des mécanismes génétiques à l'origine de leur formation. Nous décrivons ici trois

protéines chimériques supposées avoir été générées par réassortiment de domaines: les

protéines Cse, APFl et PcsB (ou SagA). Ces protéines ont plusieurs caractéristiques

communes. Elles présenteraient toutes une structure quadripartite: un peptide signal suivi de

deux domaines espacés par une région variable et de faible complexité. De plus, dans le cas

des protéines Cse, PcsB et SagA, la région variable et de faible complexité est également

riche en répétitions. Une autre caractéristique commune à ces 4 protéines est qu'elles seraient

extracellulaires et toutes, sauf la protéine APF l, liées ou potentiellement liées à la surface des

cellules. La protéine APFl ne présente pas de domaine connu d'attachement à la paroi ce qui

n'exclut pas qu'elle puisse en présenter un encore non identifié. Lopez et al. (2000) ont

proposé que les protéines de surface des bactéries à Gram positif évoluent fréquemment par

réassortiment de domaines. Deux hypothèses non exclusives permettraient d'expliquer le

succès évolutif de ce mécanisme de génération de nouvelles fonctions à la surface des cellules

des bactéries à Gram positif.

La première serait que l'interdépendance fonctionnelle de domaines présents au sein d'une

même protéine serait faible. Par exemple, certaines protéines de surface sont constituées d'un

domaine de liaison à la paroi et d'un domaine catalytique. Dans de nombreux cas, il a été

montré que chacun des domaines pouvait assurer son rôle propre indépendamment du

domaine qui lui est associé (Diaz et al., 1991; Buist et al., 1995; Rashid et al., 1995; Mesnage

et Fouet, 2002; Huard et al., 2003; Steen et al., 2003). Ainsi, une nouvelle combinaison de

domaines peut potentiellement être fonctionnelle immédiatement après sa génération,

contrairement à certains domaines pouvant nécessiter une co-adaptation, comme les domaines

de certaines protéines régulatrices (Juarez et al., 2000).

La deuxième hypothèse émane de l'étude des protéines chimériques Cse, APF 1 et PcsB

(ou SagA). Nous proposons que les événements de réassortiments de domaines sont facilités

par la présence de séquences variables et de faible complexité. En effet, l'existence de ces

séquences pourrait augmenter la probabilité pour que les bornes des réarrangements de gènes

ne soient pas localisées à l'intérieur de modules codant un domaine. Si la probabilité pour que

ces bornes aient une localisation respectant l'intégrité des domaines est augmentée, alors la

probabilité pour que des réassortiments de domaines efficaces aient lieu sera également plus

importante. Dans le cadre de cette hypothèse, plus la région variable et de faible complexité

sera grande et plus la probabilité pour qu'ait lieu un réassortiment de domaines efficace

augmentera.

Or les protéines de surface des bactéries à Gram positif présenteraient fréquemment des

régions variables (Kehoe, 1994; van Belkum et al., 1998). La présence fréquente de ces

régions répétées variables dans les protéines de surface pourrait favoriser la génération de
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nouvelles protéines par réassortiment de domaines. Ces reglOns variables et riches en

répétitions pourraient ainsi être un facteur à l'origine du succès de ce mécanisme dans

l'évolution des protéines de surface des bactéries à Gram positif.

Chez les eucaryotes, les réassortiments de domaines seraient favorisés par la structuration

des gènes en introns et en exons ainsi que par la coïncidence des bornes des exons avec celles

des domaines protéiques (van Belkum et al., 1998). Les introns constitueraient des régions

favorables à l'accueil de bornes de réarrangements responsables de réassortiments d'exons,

car la fonction d'intron impose peu de contraintes de conservation de la séquence (Gilbert,

1978; Patthy, 1991; 1994). Les régions intragéniques variables et de faible complexité

présentent des similitudes avec les introns eucaryotes. En effet, les introns et les régions

variables de faible complexité ont des fonctions tolérant d'importantes modifications. Elles

peuvent tolérer en particulier des modifications telles que des délétions, des insertions ou

alors la formation de chimères, qui sont des mutations inhérentes aux réarrangements de

fragments de gènes.

On peut alors se demander si les régions intragéniques variable et de faible complexité ne

joueraient pas le même rôle que les introns dans la création de gènes par réassortiment de

modules.

3 aete-UfS 8uençant 1adhêsioo de . thQuwplùlu à une surface non
biotlqu

3.1 Introduction
Les bactéries peuvent vivre sous la forme de biofilms, un biofilm étant défmi comme une

communauté bactérienne, généralement incluse dans une matrice de polymères organiques et

adhérant à une surface (Costerton et al., 1995). La capacité à former un biofilm n'est pas

seulement un facteur de virulence des bactéries pathogènes. En effet, la capacité de bactéries

non pathogènes à former des biofilms est utilisée dans l'industrie pour la formation de

« biofilms positifs ». Le terme de « biofilms positifs» désigne des biofilms protecteurs

pouvant contrecarrer l'implantation de micro-organismes, dont ceux indésirables.

La première étape de formation d'un biofilm est l'adhésion des bactéries à une surface.

Cette capacité a auparavant été étudiée notamment chez des bactéries lactiques telles que

1. lactis et S. thermophilus (Mercier et al., 2002). Ces études montrent que le pouvoir adhésif

de S. thermophilus est faible comparativement à celui de 1. lactis. Ce résultat suggère que

S. thermophilus est déficient en facteur d'adhésion, ou alors qu'elle présente des facteurs

antiadhésifs que 1. lactis ne présente pas.
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3.2 Influence du 2,ène cse sur le pouvoir adhésif de S. thermophilus

3.2.1 L'augmentation de la longueur des chaînes résultant de la délétion de cse

induirait une diminution du pouvoir adhésif de S. thermophilus

Il a été montré que la délétion du gène cse conduit à une réduction du pouvoir adhésif de

S. thermophilus à une surface en verre. Or, le gène cse est impliqué dans la ségrégation

cellulaire, son absence entraîne en effet la formation de longues chaînes de cellules. Mercier

et al. (2002) ont montré que la longueur des chaînes est un facteur jouant un rôle important

dans l'aptitude de bactéries telles que L. lactis et S. thermophilus, à adhérer à des surfaces non

biotiques. Plus précisément, l'allongement des chaînes de cellules entraîne une diminution de

la capacité des cellules à adhérer à une surface. Il est donc probable que le faible pouvoir

adhésif du mutant !1cse, par rapport à la souche sauvage, résulte de sa croissance sous la

forme de longues chaînes.

3.2.2 Variabilité de la longueur des chaînes et variabilité du pouvoir adhésif

L'analyse des chaînes de cellules de différentes souches de S. thermophilus montre que la

longueur des chaînes peut être très variable d'une souche à l'autre. Certaines souches se

développent sous la forme de chaînes courtes, comme la souche CNRZ445 ou CNRZ368, et

d'autres sous la forme de chaînes longues, comme la souche LMG18311. Les chaînes d'un

mutant !1cse de la souche LMG18311 étant plus longues que celles de la souche sauvage, il

semble qu'il y ait une activité de ségrégation cellulaire conférée par le gène cse de cette

souche, bien qu'elle se développe sous la forme de chaînes longues. L'analyse des chaînes de

cellules de souches mérodiploïdes pour le gène cse suggère fortement qu'une origine

génétique de la variabilité de la longueur des chaînes est localisée dans le locus cse. Il est

ainsi probable qu'un ou plusieurs facteurs de divergence génétique entre les allèles cse soit

responsable de la variabilité intraspécifique de la longueur des chaînes. Ces facteurs de

divergences sont probablement localisés en dehors de la région var-cse car il a été montré que

le remplacement de la région var-cse de la souche LMG18311 par celle de la souche

CNRZ368 a peu ou pas d'influence sur l'activité de ségrégation cellulaire de la protéine Cse.

La longueur des chaînes de cellules est un paramètre influençant la capacité des cellules à

adhérer à des surfaces (Mercier et al., 2002). De plus, il a été montré que cse joue un rôle

dans le pouvoir adhésif des cellules de S. thermophilus. Etant donné que la longueur des

chaînes de S. thermophilus est variable au niveau intraspécifique et que cette variabilité

résulte d'un facteur de variabilité du locus cse, il est plausible que le pouvoir adhésif des

cellules de S. thermophilus soit variable au niveau intraspécifique.

3.3 Influence des exopolysaccharides sur le pouvoir adhésif de S. thermophilus

La culture de la souche de S. thermophilus sauvage en milieu semi-liquide a permis de

sélectionner des souches variantes produisant moins d'exopolysaccharides (ou EPS). Il a été

montré que ces souches variantes ont un pouvoir d'adhésion aux surfaces en verre qui est

environ dix fois supérieur à celui de la souche sauvage. Il est probable que cette augmentation

du pouvoir adhésif résulte de la diminution de la production d'EPS, même si on ne peut pas

totalement exclure qu'elle résulte d'une modification qualitative de la structure des EPS
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produits. Chez E. coli, la présence de la capsule diminue la capacité des cellules à s'agréger.

En effet, la présence de la capsule empêcherait l'agrégation cellulaire en masquant les

adhésines, telle que la protéine Ag43, qui ne pourraient plus interagir ensemble d'une cellule

à l'autre (Schembri et al., 2004). Il a également été montré que les cellules de S. pneumoniae

adhèrent plus efficacement aux cellules hôtes lorsque la production de capsule est diminuée

(Talbot et al., 1996). Un phénomène similaire pourrait expliquer l'augmentation du pouvoir

adhésif du variant de S. thermophilus produisant moins d'EPS. Des facteurs adhésifs présents

à la surface des cellules de S. thermophilus pourraient être dans l'impossibilité d'entrer en

contact avec le verre lorsque les cellules produisent des EPS.
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Perspectives

Les données accumulées jusque là sur la fonction, la structure et l'évolution du gène cse,

conduisent à poser plusieurs questions. Notamment, est-ce que le réassortiment de modules à

l'origine du gène cse a été générateur d'une nouvelle fonction? Est-ce que la région

Var-Cse joue un rôle dans la fonction de ségrégation cellulaire de la protéine Cse ? Est-elle

non indispensable?

De façon plus générale, Cse constitue un exemple supplémentaire de protéines de surface

ayant évoluées par réassortiment de domaines. Par conséquent, les protéines de surface

évolueraient-elles plus fréquemment par réassortiment de domaines que les protéines

intracellulaires ?

L'étude de cse permet d'échafauder un modèle moléculaire pour sa création, faisant

intervenir une recombinaison entre régions variables et de faible complexité. Ce modèle peut

il être appliqué à d'autres protéines elles aussi créées par réassortiment de domaines?

La formation de longues chaînes de cellules ainsi que la production d'EPS, entravant

l'adhésion cellulaire, sont-ils des facteurs responsables du faible pouvoir probiotique de

S. thermophilus ?

Les stratégies proposées dans le but de répondre à ces questions sont présentées ici.

1 ConsèquOOC-e8 (onttiQunelle du. rêassorÜll1ent de dQmame8 à rorigme d
ese

Il est probable que la fonction de ségrégation cellulaire de Cse résulte de l'association des

domaines putatifs LysM et CHAP. Toutefois, on ne peut pas exclure que l'un des deux

domaines ne soit pas impliqué dans cette fonction. C'est pourquoi il sera nécessaire

d'analyser les conséquences fonctionnelles de la délétion des domaines LysM et CHAP.

L'hypothèse la plus simple à élaborer concernant la fonction de la protéine Cse est que

celle-ci est associée à la paroi via son domaine LysM et que son domaine CHAP catalyse

l'hydrolyse de liaisons du peptidoglycane. La fonctionnalité du domaine LysM pourrait être

testée grâce à des expériences de détection à la surface des cellules d'une protéine issue de la

fusion traductionnelle entre le domaine LysM et une protéine rapporteuse telle que la GFP,

protéine fluorescente.

Les tests d'activité de lyse de la paroi qui ont été utilisés ici permettent classiquement de

détecter les hydrolases de la paroi dont l'activité entraîne la lyse cellulaire. Or, Cse étant une

protéine impliquée dans la séparation des cellules, il est possible que son activité n'entraîne

pas la lyse cellulaire, même lorsque la protéine est en excès. Par conséquent, un test

permettant de détecter directement l'activité d'hydrolyse de la paroi pourrait révéler que Cse

présente bien une activité hydrolase du peptidoglycane. Pour cela, les tests d'activité pourront

être réalisés avec comme substrat des extraits de paroi de S. thermophilus préalablement

marqués radioactivement. Une approche similaire a été utilisée avec succès pour révéler

l'activité lytique de la LytB de S. pneumoniae, protéine également impliquée dans la

ségrégation cellulaire (De Las Rivas et al., 2002).
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Les protéines Cse et PcsB présentent toutes deux dans leur reglOn C-terminale un

domaine CHAP. Celui de la protéine Cse serait issu de la duplication d'un module du gène

pesB codant ce domaine CHAP. Les régions N-terminales de ces deux protéines ne présentent

pas d'identité de séquence significative, suggérant que ces deux protéines pourraient avoir

une fonction différente. Dans le but de tester cette hypothèse, il serait nécessaire d'analyser le

phénotype d'un mutant pesB de S. thermophilus et d'un double mutant ese-pesB. Il serait

ensuite nécessaire de déterminer si les domaines CHAP assurent la même fonction au sein de

ces protéines. Pour cela, un gène chimérique présentant la partie 5' du gène ese, et la partie 3'

du gène pesB codant le domaine CHAP, pourra être construit. L'analyse de la fonctionnalité

de ce gène pour être effectuée grâce à un test de complémentation d'un mutant /).ese avec ce

gène chimérique. La restauration du phénotype sauvage signifiera que le domaine CHAP de la

protéine PcsB assure la même fonction que celui de la protéine Cse. Il serait également

intéressant de connaître en quoi les domaines N-terminaux des protéines Cse et PcsB

spécialiseraient la fonction des domaines CHAP. Une hypothèse qui pourra être testée est que

ces domaines N-terminaux confèrent une localisation géographique différente à la surface des

cellules de S. thermophilus.

Il serait également important de connaître la fonction de la protéine SIP pour déterminer si

la création du gène ese a effectivement engendré une nouvelle fonction. La fonction de cette

protéine pourrait être étudiée par l'analyse des conséquences phénotypiques de la délétion du

gène sip chez un autre streptocoque.

L'ensemble de ces expériences devrait permettre de savoir si la création du gène ese par

réassortiment de modules a permis de générer une nouvelle fonction.

1 oudiOll de a. règioo Var...Cse dan la segrégatioo e-ellu aire

L'importance de la région Var-Cse dans la fonction de ségrégation cellulaire de la protéine

Cse pourrait être évaluée par l'analyse de la longueur des chaînes d'un mutant, dans lequel la

totalité de la région var-ese aurait été délétée. Dans le cas où cette délétion entraînerait

l'abolition de l'activité de ségrégation cellulaire, d'autres mutants correspondant à la délétion

d'une partie plus ou moins importante de cette région pourraient être construits. L'analyse de

la longueur des chaînes de ces mutants permettrait de déterminer quelle doit être la longueur

minimale de la région Var-Cse pour que la protéine Cse présente sa pleine activité de

ségrégation cellulaire.

3 Importane-e des régions variables et de falble e-Qmplu ,~. ans la
gênmtloo de nQ vellQS (onetlons

Nous proposons l'hypothèse que les régions variables et de faible complexité favorisent les

réassortiments de domaines, générateurs de nouvelles fonctions. Cette hypothèse pourrait être

testée tout d'abord par l'établissement d'un répertoire de gènes chimériques à partir des

séquences des génomes de micro-organismes entièrement séquencés. Ce répertoire pourrait
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contenir les informations issues des prédictions de domaines protéiques. L'ensemble pourrait

notamment permettre de connaître le pourcentage de sites de fusion localisés à l'intérieur de

module et ceux situés à l'extérieur de modules. Par ailleurs, l'analyse de ce répertoire pourrait

permettre de déterminer si les protéines de surface évoluent plus fréquemment que les

protéines intracellulaires par réassortiments de domaines, comme l'ont suggéré Lopez et al

(2000).

En parallèle, les séquences intragéniques variables et de faible complexité pourront être

recherchées dans les génomes de micro-organismes entièrement séquencés. Cette analyse

permettra de déterminer le pourcentage de gènes contenant ce type de région. Le pourcentage

de gènes chimériques pour lesquels le site de fusion est localisé à l'intérieur d'une région

variable et de faible complexité pourra également être déterminé. Il sera ainsi possible de

savoir si les gènes chimériques présentent favorablement des séquences variables et de faible

complexité. Si tel est le cas, cela pourrait signifier que ces régions variables et de faible

complexité favorisent les réarrangements entraînant des réassortiments de domaines.

Une approche moléculaire pourra également être envisagée. Un système expérimental

pourra être élaboré dans le but de déterminer la fréquence relative de réassortiment de

domaines en fonction de la longueur de la région variable et de faible complexité. Par

exemple, deux régions variables et de faible complexité pourront être clonées séparément:

l'une dans un plasmide, l'autre dans le chromosome. Chacune de ces régions pourra être

fusionnée à un module de telle sorte que si in vivo, un événement de recombinaison entre les

deux régions variables et de faible complexité se produit, il puisse entraîner la formation d'un

gène conférant un phénotype sélectionnable positivement, comme par exemple un gène de

résistance à un antibiotique.

Bien que S. thermophilus soit utilisé comme probiotique, il semble que cette bactérie ne

soit pas un probiotique très efficace. Une hypothèse pouvant expliquer son faible pouvoir

probiotique serait que les souches de S. thermophilus testées adhèrent peu efficacement aux

parois intestinales. En effet, cette capacité adhésive peut être requise pour une action

probiotique (pour revue Saarela et al., 2000). Des résultats préliminaires obtenus au cours de

cette étude suggèrent que la longueur des chaînes de cellules et la production

d'exopolysaccharides seraient des facteurs influençant négativement le pouvoir d'adhésion de

S. thermophilus à une surface en verre. Il serait ainsi intéressant de tester si la longueur des

chaînes et la production d'EPS influencent l'aptitude de S. thermophilus à adhérer à la surface

de la paroi intestinale.
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To better understand the defense mechanism of Streptocoeeus thermophüus against superoxide stress, mo
lecular analysis of 10 menadione-sensitive mutants, obtained by insertional mutagenesis, was undertaken. This
analysis allowed the identification of 10 genes that, with respect to their putative fonctions, were c1assified into
five categories: (i) those involved in cell wall metabolism, (H) those involved in exopolysaccharide translocation,
(Hi) those involved in RNA modification, (iv) those involved in iron homeostasis, and (v) those whose fonctions
are still unknown. The behavior of the 10 menadione-sensitive mutants exposed to heat shock was investigated.
Data from these experiments allowed us to distinguish genes whose action might be specific to oxidative stress
defense (tgt, ossF, and ossG) from those whose action may be generalized to other stressfol conditions (mreD,
rodA, pbp2b, epsX, and iseU). Among the mutants, two harbored an independently inserted copy of pGh9:ISSl
in two loci close to each other. More precisely, these two loci are homologous to the sufD and iseU genes, which
are involved in the biosynthesis of iron-sulfor c1usters. This region, called the su! region, was forther charac
terized in S. thermophilus CNRZ368 by sequencing and by construction of &ufD and iseU97 nonpolar mutants.
The streptonigrin sensitivity levels of both mutants suggest that these two genes are involved in iron
metabolism.

Oxygen is an essential element for the viability of most living
organisms through its involvement in oxidative phosphoryla
tion that takes place during the aerobic respiration process.
However, oxygen can also be harmful due to the production,
especially during respiration, of toxic derivatives, namely, re
active oxygen species (ROS) such as hydrogen peroxide, hy
droxyl radicals, and superoxide radicals (for a review, see ref
erence 25). The accumulation of these molecules triggers lipid,
protein, and nucleic acid oxidation, causing lethal cellular dam
age (for reviews, see references 7, 25, and 53). In response to
such attacks, aerobic microorganisms have evolved antioxidant
mechanisms (e.g., catalase, peroxidase, and superoxide dis
mutase activities) to protect and adapt cells against ROS ex
cess (6, 18,24,65, 68).

A1though they do not achieve aerobic respiration, anaerobic
microorganisms can be subject to ROS. The strict anaerobes
Bacteroides fragilis and Clostridium perfringens are able to sur
vive in the presence of a small amount of oxygen due to the
induction of an adaptive oxidative stress response that is acti
vated under aerobic conditions (13, 46-49). The peroxide re
sponse of B. fragilis shares sorne characteristics with that of
Escherichia coli, such as the involvement of the redox-sensitive
transcriptional activator OxyR (46) and sorne antioxidant ac
tivities under its control (47, 49).

The lactic acid bacterium (LAB) Streptococcus thermophilus
is a gram-positive bacterium widely used in dairy factories,
mainly as a starter of fermentation in yogurt and cheese pro-
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duction. During fermentation processes, S. thermophilus is ex
posed to oxygen and to its deleterious effects, which can lead to
a reduction of cell viability and consequently may have reper
cussions on the texture, f1avor, and safety of the final product.

S. thermophilus is an anaerobic aerotolerant organism that
can grow in the presence of oxygen and survive to low concen
trations of superoxide and hydroxyl radicals (59). This ability
suggests that S. thermophilus displays a defense system that
provides protection against the effects of ROS. In the litera
ture, data about the oxidative stress response of this organism
are scarce. The existence of at least one ROS defense system
and its inducibility by hydrogen peroxide are established for S.
thermophilus CNRZ368 (58). This organism possesses a single
manganese-containing superoxide dismutase (19) and a gluta
thione reductase (43). However, no catalase activity was found.
In other streptococci, antioxidant enzymes were reported to
play roles in defense against oxidative stress (27, 33, 44, 66) and
in pathogenesis (45, 67, 69).

The aim of this work was to identify genes involved in the
oxidative stress defense of S. thermophilus CNRZ368 without
presuming their function. For this purpose, a collection of
mutants was created by random insertional mutagenesis and
the mutants were screened for their sensitivity to menadione (a
superoxide-generating agent). The locus disrupted in 10 S.
thermophilus menadione-sensitive clones was identified, and
the potential physiological role of the mutated genes in oxida
tive stress defense is discussed. The implications of these 10
loci during heat shock were also evaluated to assess their spec
ificity to oxidative stress defense. Moreover, the characteriza
tion of two of these mutants, disrupted in the sufD and iscU
genes, which may participate in [Fe-S] c1uster assembly or
repair, is more detailed. The results presented in this paper
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indicate that the inactivation of sufD and iscU genes caused
higher sensitivity to superaxide stress and suggest that [Fe-S]
c1uster repair or assembly could play an important raie in the
oxidative stress defense of anaerobic bacteria.

MATERIALS AND METHüDS

Bacterial strains and growth conditions. S. thermophilus CNRZ368 was pur
chased from the Institut National de la Recherche Agronomique-Centre Na
tional de Recherches Zootechniques (CNRZ) (Jouy en Josas, France) strain
collection. Depending on the experiments, S. thermophilus CNRZ368 and its
derivatives were cultivated at 30 or 42°C in milk medium (for precultures), TPPY
medium (12), or M17 medium (55) without shaking. Erythromycin was added at
2 f.lg . ml- J when required. Streptonigrin sensitivity was monitored by using a
TPPYC medium which contained a reduced concentration of metalEc dications
(including Fe2+). TPPYC was prepared according to the protocol described by
Visca et al. (62) and modified as follows: Chelex beads (20 gIliter; Sigma) were
added to TPPY medium and stirred at 4°C for 48 b, and the medium was then
supplemented with 1 mM MgCl2 and 1 mM CaCI2.

Recombinant plasmids were transformed into E. coli EC101, a TGI strain
[supE hsd-5 thi /i(lae-proAB) F' (traD6 proAB+ laeI" laeZ/iM15)] containing a
chromosomal copy of the pWVOl repA gene (34) and selected at 3TC on
Luria-Bertani (LB) (50) agar plates containing 150 f.lg of erythromycin/ml.

Insertional mutagenesis. The collection of mutants was obtained by inser
tional mutagenesis with the plasmid pGb9:ISSl, wbicb carries the Em' gene (35).
The mutagenesis procedure and the c10ning of the fragments flanking tbe
pGh9:ISSl insertion locus were carried out as previousry described (56).

Selection of mutants impaired in their ability to tolerate menadione. For the
selection of menadione-sensitive clones, two different procedures, differing
mainly in the length of the menadione exposure, were assayed. Both assays were
preceded by a preculture in milk medium containing 2 f.lg of erythromycin/ml;
precultures of the 2,112 mutants were performed witb 96-well microtiter plates.

For long-term menadione exposure, each preculture was transferred onto M17
agar plates containing 2 f.lg of erythromycin/ml with increasing concentrations of
menadione (from 0 to 120 f.lg/ml). After 20 h of incubation at 42°C, the presence
(or absence) of colonies was observed.

For short-term menadione exposure, each preculture was diJuted (at a 1/100
ratio) in five di1ferent 96-well microtiter plates containing liquid TPPY medium
supplemented with 2 f.lg of erytbromycin/ml (in a final volume of 100 f.ll, resulting
in an approximately l:lliquid-to-air space ratio). After a 3.5-b growth period at
42°C, five different concentrations of menadione (from 0 to 15 mg/ml) were
added to each of the five microtiter plates. Microtiter plates were incubated at
42°C for 3 h. The cultures were then transferred onto TPPY agar plates con
taining erythromycin (2 f.lg/ml) by using a hedgebog. The ability of tbe mutants
to survive the menadione stress was assessed after 20 h of incubation at 42°C by
observation of the presence or absence of colonies.

For each experiment, clones were considered sensitive wben tbey did not grow
on a plate on whicb more than 90% of the clones were growing. Both procedures
were applied twice, and the results were compiJed to reveal the mutants exhib
iting tbe more severe phenotype.

DNA manipulations. The preparation of chromosomal, plasmid, and recom
binant DNA and Southern analysis were performed according to standard pro
tocols (50). Ali c10ning junctions and c10ned PCR products were checked by
sequencing with Dye-Terminator chemistry on an ABI Prism 377 genetic ana
Iyzer (PE Biosystems). Sequence data were analyzed by using GenBank, BLAST
(2,3), TMHMM (51), and HMMTOP (61) software.

Construction of the t1sujD and iseU97 mutants. Oligonucleotides used to
construct tbe /isujD and iseU97 mutants were purchased from MWG Biotecb AG
(Ebersberg, Germany). To construct the nonpolar truncated /isufD mutant, the
5' and 3' ends of the sufD gene were independently amplified by PCR. The 5'
end was amplified by using the primers GAGCGTGTTGAATTCCACCG, con
taining an EcoRI site (in boldface type) and AACTTAACTGCAGCACCGTCT,
containing a PsU site (in boldface type). Tbe 3' end was amplified by using the
primers GGTGTTCCAGAATTCAAATAACC, containing an EcoRI site, and
TGGTCTGTCATCAGGTCG. The latter primer does not contain a PsU site,
but the PCR product generated does contain a PsU restriction site. These two
PCR products were digested by PsU and ligated to each other. The resulting
fragment was amplified by PCR and then digested by BeoRI and c10ned into
pGh9. The final construct (pGh9/isujD) was used to transform S. thermophilus
CNRZ368. For IscU protein inactivation, the strategy consisted of replacing the
TGT codon encoding tbe conserved CyS97 with a TAT codon encoding a Tyr.
This was achieved by replacing, in oligonucleotides, the three underlined nucle-

otides of the sequence AG,Q T,QT /,!CA, generating an EcoRV restriction site
(AGA TAT CCA). Thus, the three amino acids GIY96, CYS97, and Tyr98 were
replaced by Arg96, Tyr97' and Thr98, respectively, in the mutated protein. Two
internaI and complementary primers containing the mutation (GCTGGTGAT
GATATCACCATTTCAACA and GAAATGGTGATATCATCACCAGCAA
AGG) were used with two additional external primers (AAGCGGAATTCAAG
CATCCACTCAGGC, containing an EcoRI site, and TGTGACAAGCTTGTA
GAGGCAATTCTT, containing an HindIII site), respectively, to amplify the 5'
and 3' ends of iseU. The two PCR products, of 515 and 262 bp, were digested by
EcoRI and EcoRV and by HindIII and EcoRV, respectively, before being ligated
to each other. The resulting fragment was c10ned into pGh9, which was digested
by EcoRI and HindIII. The final construct, pGh9iseU97, was used to transform S.
thermophilus CNRZ368. Preparation of S. thermophilus competent cells was
performed as previously described by O'SuJlivan and Fitzgerald (41). The fol
lowing gene replacements were done as previously described (8) but in TPPY
medium and with 30 and 42°C as the permissive and restrictive temperatures,
respectively.

Physiological cbaracterization of S. thermophilus mutant strains. For short
term methyl viologen exposure, cultures of CNRZ368 and its derivative strains
were grown in TPPY medium. At an optical density at 600 nm (OD600) of 0.6,
cultures were divided into two subcultures (at a ratio of liquid to air space of
approximately 1:1). Methyl viologen (paraquat; Sigma-Aldrich) was added to
one of the subcultures at a final concentration of 50 mM. After 3 h of incubation
at 42°C, cultures were diJuted to appropriate concentrations and spread onto
TPPY agar plates. For long-term methyl viologen exposure, strains were grown
in TPPY medium until they reacbed an OD6oo of 0.6. Cultures were tben diluted
to a final theoretical OD600 of 0.001 in TPPY medium (at a ratio of liquid to air
space of approximately 5:1) supplemented with 1.7 mM methyl viologen or not
supplemented (control experiment). After 18 h of incubation at 42°C, cultures
were diJuted in TPPY to appropriate concentrations and spread onto TPPY agar
plates. In both procedures, methyl viologen sensitivity was estimated by compar
ing CFU-per-miJJiJiter values obtained for treated cultures with those obtained
for nontreated cultures.

Heat shock. The ability of S. thermophilus and its derivatives to respond to a
heat stress was assessed as follows. Each strain was grown at 42°C in TPPY
medium until the early log phase (OD600 = 0.3). Then, the culture was divided
into two parts. One part was kept at 42°C (control experiment); the other one
was irnmediately transferred to 600C for 15 min. Appropriate dilutions were
spread on TPPY agar plates. The fraction of surviving cells was calculated by
dividing the surviving number of CFU per milliliter by the count for the control
experiment.

Streptonigrin sensitivity. Streptonigrin sensitivity was monitored for cells
grown overnight in TPPYC medium at 42°C. Cells were harvested by centrifu
gation, washed twice in TPPYC medium, resuspended in TPPYC, diluted to an
OD6OO of 0.01, and cultivated in TPPYC for 9 h at 42°C. Then, the cultures were
diluted again to an OD6oo of 0.005 and divided ioto four parts, wbich were ail
incubated for 21 b at 42°C. One part was supplemented witb 0.4% (voVvol)
dimethyl formarnide (control experiment), and the other three parts were sup
plemented with different concentrations of streptonigrin (1, 2, and 4 f.lg/ml,
dissolved in dimethyl formamide). As a control experiment, cultures were also
carried out witb TPPYC supplemented with 1 mM of 2'2-dipyridyl (an Fe
chelator). In each experiment, the OD6oo value was used to estirnate cellular
density after 21 h of incubation. The relative optical density was determined by
comparing the cellular densities nbtained with and without streptonigrin. AIl
experiments were performed in triplicate.

Nucleotide sequence accession numbers. For ail analyzed sequences, the DNA
sequences reported in tbis paper have been deposited in GenBank onder acces
sion numbers AY386239, AY386240, AY386241, AY386242, AY386243,
AY386244, and AY386245.

RESULTS

Selection of S. thermophilus CNRZ368 mutants with altered
oxidative stress response. A collection of 2,112 mutants of S.
thermophilus CNRZ368 was generated by insertional mutagen
esis with the plasmid pGh9:ISSl (35, 56). This plasmid carries
an erythromycin resistance gene for its selection and the in
sertional element ISS1, which allows random integration of the
plasmid into the S. thermophilus genome. The 2,112 mutants
obtained were screened to select clones sensitive to menadione
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FIG. 1. Relative methyl viologen sensitivity. (A) Results of short
terrn methyl viologen exposure. (B) Results of long-term methyl violo
gen exposure (see Materials and Methods). The relative methyl violo
gen sensitivity was determined by comparing viabilities with and
without treatmenl. Levels are shown as values relative to the survival
level of the wild-type strain. AIl experiments were performed at least
in duplicate. Error bars show two standard deviations of the data.

(a superoxide-generating compound). Two distinct selection
procedures were used to identify mutants susceptible to men
adione (see Materials and Methods). The characterization of
10 mutants, disrupted in loci originaUy named ossA to ossJ (for
oxidative stress-sensitive locus), is described in this paper.

Sensitivity of S. therrrwphilus CNRZ368 mutants to methyI
viologen. Previously, we demonstrated that ossB and ossC mu
tants (previously named 6G4 and 18e3, respectively) are com
promised in their abilüy to survive superoxide stress (57). To
confum that the other eight mutants selected were sensitive to
superoxide stress, their sensitivity to methyl viologen was ex
amined (Fig. 1). In this experiment, we used the nonpolar
mutants ~ufD and iSCU97 constructed in this work (see below)
rather than the potential polar clones ossJ and ossJ. Short-term
methyl viologen exposure revealed the extreme sensitivity of
ossG, as weLl as the four- to fivefold increased sensitivity of the
ossD, ossH, and iSCU97 mutants (Fig. lA). Although its sensi
tivity was less severe, the ~ufD mutant exhibited about two
fold less survival foUowing such stress. Under these conditions,
the other three mutants (ossA, ossE, and ossF) did not exhibit
any significant sensitivity; however, long-term methyl viologen
exposure confirmed their sensitivity. Indeed, long-term methyl
viologen exposure (Fig. lB) showed that the ossA mutant
strain displayed a relative survival rate more than lO-fold lower
than that of the wild-type strain. The ossE and ossF mutants
also showed a twofold lower survival rate than the wild-type
strain.

Survival of the mutants exposed to heat stress. To assess the
specificity of these 10 loci to oxidative stress defense, the abil
ities of the mutants to survive to heat shock were estimated.
Five out of the 10 mutants (ossA, ossB, ossC, ossD, and ossJ)
isolated as oxidative stress-sensitive clones also showed re
duced survival with heat shock compared with the wild type
(Fig. 2). These data suggest that the genes impaired in these
mutants are not specifie to the oxidative stress defense process
but are probably involved in a more global response to stresses.
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FIG. 2. Survival after heat shock. The heat shock treatrnent consisted of 15 min at 60°C. The percentage of surviving ceUs corresponds to the
number of CFU counted on plates after the beat sbock exposure divided by the number of CFU before treatmenl. Error bars show two standard
deviations of the data. The dotted line represents the surviving percentage observed for the wild-type (WT) strain, and the gray band comprises
two standard deviations of the data.
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TABLE 1. Products of oss genes: database similarities and putative functions

Gene name" Accession no. Gene encoding the most sirniJar product" Amino acid Insertion Putative function Classidentityt site'

ossA (mreD) AY386242 S. mutans mreD (168) 30 (1-168) 127 Ceu shape maintenance 1
ossB (rodA) AF399832 S. mulons rodA (408) 65 (1-391) 304 Peptidoglycan elongation 1
osse (pbp2bt AF399833 S. thermophilus Sfi6 pbp2b (704) 98 (641-704) 640 Peptidoglycan elongation 1
ossD (cpsX) AY386241 S. thermophilus cpsX (378) 98 (212-378) 264 Membrane translocation of Il

ossE (tgt)b
exopolysaccharide

AY386243 S. pneumoniae tgt (380) 92 (1-333) 99 tRNA-guanine transglycosylase m
ossP' AY386244 S. agalactiae gbs0448 (451) 77 (1-204) 51 RNA methyltran ferase m
ossG AY386239 S. mutans smu.1428c (284) 67 (1-280) 170 Unknown conserved function IV
ossH (fatD) AY386240 S. pneumoniae fatD (324) 55 (22-323) 119 Iron ABC transporter V
ossl (sufD) AY386245 S. agalactiae sag0142 (420) 76 (1-420) 144 Assembly of Fe/S c1usters V
ossJ (iscU) AY386245 S. agalactiae gbs0140 (147) 78 (1-141) 57 Assembly of Fe/S c1usters V

" Initial gene name with the definitive gene name in parentheses where applicable.
b Disrupted ORF of S. thermophilus CNRZ368 that has been partially sequeoced.
c Organism, gene name, and (in parentheses) length (in amino acids) of the protein sequence giving the best alignment score.
d Percentage of sequence identity with the protein showing the best alignment score with the S. thermophiLus Oss protein. ln parentheses is the portion of the protein

sharing this identity (numbers correspond to amino acid positions).
, Deduced amino acid position of the pGh9:ISSJ-generated disruption in the full-length protein showing the best alignment score with the Oss protein.

In contrast, the ossE, ossF, and ossG mutants did not diJIer
significantly from the wild type, indicating that the genes dis
rupted in these strains did not influence the ability of cells to
respond to heat shock. Interestingly, the ossG mutant, which
was highly sensitive to methyl viologen, showed no significant
decrease of survival when subjected to heat shock compared
with that of the wild type, suggesting that the ossG gene,
essential for oxidative stress defense, couId be specifie to such
a stress.

Identification of genes implicated in oxidative stress toler
ance. The disrupted locus was identmed for each of the 10
mutants by cloning and sequencing the junctions as previously
described (56). Ail of the insertions were mapped within cod
ing sequences. Sequence similarity searches and analysis re
vealed similar sequence in other bacteria (see Table 1), with
an E-value lower than 1O-JO for BLASTX searches. In 9 of 10
cases, data about the functions of these genes were available.
To facilitate their description, these genes were grouped into
five classes (classes 1 to V) according to their putative functions
and renamed when relevant (Table 1).

(i) Class 1: genes potentially involved in cell wall structure
and cell shape determination. The ossA, ossB, and osse puta
tive gene products shared sequence identity with MreD, RodA,
and Pbp2b, respectively, which putatively direct the elongation
of the lateral cell wall in E. coli, conferring on the cell its
characteristic rod shape (5, 28, 29). The ossA mutant was
defective in a gene encoding a protein with 30% identity to
MreD of Streptococcus mutans. Sequence analysis of the sur
rounding region indicated that the S. thermophilus mreD gene
(ossA) was clustered with a gene encoding a putative protein
similar to MreC. Moreover, hydropathy profiles of MreD
(OssA) determined by using TMHMM and HMMTOP
showed five regions of sufficient length and hydrophobicity to
be membrane-spanning segments (data not shown), suggesting
that this protein is the counterpart of MreD. The relatively low
identity (30%) observed between S. thermophilus MreD and S.
mutans MreD was in agreement with the general idea that the
structure of this protein is more highly conserved than its
primary sequence (17). To study the eJIect of mreD disruption
in S. thermophilus, TPPY cultures of the wild-type and mreD

mutant strains were ob erved with light microscopy. In contrast
to wild-type cells, mreD mutant cells formed very long chains,
with up to 180 cells per chain (Fig. 3). Moreover, a reduction
of about 25% of the cell size was observed in the mutant. The
growth of the mreD mutant and that of the wild type in TPPY
medium were monitored by measuring the OD600. Both strains
displayed doubLing times of 30 min, but the maximal OD600 of
the mreD mutant (1.7 ± 0.1) was lower than that of the wild
type (2.4 ± 0.2), showing that mreD mutant cells entered the
stationary phase earlier than wild-type cells. The characteriza
tion of rodA and pbp2b mutants of S. thermophilus CNRZ368
was described in a previous paper (57).

(Ii) Class II: genes potentially involved in exopolysaccharide
translocation. The sequence disrupted in the ossD mutant was
partially determined. Hs analysis indicated that the C-terminal
portion of the predicted encoded protein showed 98% identity
to CpsX, a putative membrane protein from S. thermophilus
MR-1C. The role of CpsX is still unknown, but the conserved
location of cpsX near eps genes of S. thermophilus (14) and the
presence of a putative gene related to an ABC transport sys
tem in its vicinity argue in favor of CpsX being involved in
exopolysaccharide translocation (15). Moreover, the TMHMM
and HMMTOP software predictions indicated that CpsX
(OssD) from S. thermophilus CNRZ368 would contain highly
hydrophobie domains compatible with a location in the cyto
plasmic membrane. Although the function of cpsX is not
known yet, our work indicates that its disruption is associated
with sensitivity not only to superoxide stress but also to heat
shock.

(iii) Class ID: genes involved in RNA maturation. In the
ossE and ossF mutants, the plasmid inserted into genes whose
predicted products share sequence identity with enzymes in
volved in RNA maturation. The ossE gene encodes a putative
tRNA guanine transglycosylase (TGT) which shares 92% iden
tity with the putative Streptococcus pneumoniae TGT. TGT
enzyme takes part in the process that removes the guanine
residue at position 34 (the wobble position of the anticodon
loop) of tRNAHis, tRNAAsp, tRNAAsO, and tRNA'T'yT and re
places it with the modified residue queuosine (39, 40).

ossF potentially encodes a protein that shows 77% identity
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FIG. 3. Influence of mreD disruption 00 chain leogth. Cell oumber per chain was determined for 70 chains of the wild-type (WT) and mreD
mutant strains grown in TPPY liquid medium.

to a putative RNA methyltransferase of Streptococcus agalac
tiae (Gbs0448) belonging to the TrmA family. Enzymes of the
TrmA family catalyze the formation of the 5-methyluridine in
position 54 (Iocalized in the 'f'IrC loop) of tRNA (9). The
presence of a TRAM-like domain (RNA binding domain) in
the N-terminal part of OssF supports the idea of an interaction
between this protein and RNA.

(iv) Class IV: genes of unknown function. The ossG product
shows 67% identity with the product of an S. mutans gene of
unknown function (smu.1428c) (Table 1). A1though the func
tion of ossG is not known yet, the mutation of this gene is now
associated with a phenotype of sensitivity to superoxide stress.
The TMHMM and HMMTOP software predictions suggest
the existence of two transmembrane domains in the N-terminal
region of OssG, making OssG a potential membrane protein.

(v) Class V: genes involved in iron metabolism. (a) Ferric
iron transport. The putative product of ossH shows 55% iden
tity to FatD from S. pneumoniae, a potential membrane-span
ning perrnease of an Fe3+ ABC transporter. Analysis of the
adjacent sequence reveals the presence of a gene encoding a
putative protein similar to FatC downstream offatD (ossH) in
the same orientation. The fatC gene is also c1ustered with fatD
in the S. pneumoniae genome. The hydropathy profile of FatD
(OssH) from S. thermophilus, assessed with TMHMM and
HMMTOP, reveals that this protein displays 10 putative-mem
brane spanning segments compatible with its expected cyto
plasmic membrane location.

(b) [Fe-S] c1uster biosynthesis. The sequence affected in the
ossl mutant encodes a product that shows 75% identity to

Sag0142, a putative protein deduced from the complete ge
nome sequence of S. agalactiae and similar to SufD-Like pro
teins. Analysis of totaUy sequenced microbial genomes reveals
that sufD-like genes are conserved in bacteria and a1so in sorne
archaea, such as Halobacterium sp. NRC-1, Thermoplasma aci
dophilum, and Aeropyrum pemix (23). In E. coli and Erwinia
chrysanthemi, the sufD gene belongs to the sufABCDSE c1uster
identified as being involved in iron metabolism and, more
precisely, in (Fe-S] c1uster biogenesis and/or repair (37, 42).
The ossJ gene product shows sequence identity to the gbs0140
product from S. agalactiae (Table 1), probably encoding a IscU
protein, which is a NifU family protein. NifU proteins have
been proposed to serve as scaffold proteins in [Fe-S] c1uster
assembly in Synechocystis PCC6803 and would function as a
mediator for iron-sulfur c1uster delivery (38).

In sorne genomes, including that of Streptococcus pyogenes,
nifU-like genes are c1ustered with the suf genes (23). To de
termine whether sufD (oss!) and iscU (oss!) from S. thermophi
lus were geneticaUy Iinked together, the chromosomal DNA
regions f1anking the pGhost9:ISSl insertion sites of both mu
tants were sequenced until they overlapped. Examination of
the genes in the neighborhood of sufD and iscU revealed that
they both belong to a c1uster of five genes aU orientated in the
same direction. This c1uster, named the sufCDS iscU sufB c1us
ter, is shown in Fig. 4. The highest sequence identities found
for these gene products are those to putative proteins from S.
agalactiae (Table 2). They also share sequence similarity with
proteins encoded by E. coli and Erwinia chrysanthemi suf gene
c1usters. The putative SufC, SuID, SufS, and Suffi proteins
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FIG. 4. Schematic map of the S. thermophilus sufCDS iseU sufB cluster. Genes are indicated by gray arrows, and the positions of putative start
and stop codons are given (in base pairs) below the map. The sites of the insertion of the pGh9:ISSl plasmid into sufD (ossJ)- and iseU
(ossJ)-disrupted mutants are indicated by fiUed triangles. The broken arrow indicates the position of the suf cluster putative promoter. The putative
rho-independent tenninator is represented as hairpin loop. Fragments used for the generation of the nonpolar mutants are represented by open
boxes. An asterisk indicates the position of the EcoRY restriction site causing the replacement of Cy~ with a Tyr in the iseU97 mutant.

encoded by the S. thermophilus cluster present, respectively,
72, 48, 65, and 57% similarity to their E. coli counterparts.
Moreover, the S. thermophilus IscU presents 47% similarity
with IscU from E. coli.

Sequences corresponding to promoter regions were
searched by inspection of the total sequence of the sufCDS
iscU sufB cluster. A unique extended -10 sequence (S'-TIT
GTIATAAT-3') was found upstream of sufC, the first open
reading frame (ORF) of the cluster. A potential rho-indepen
dent transcriptional terminator was identified 63 bp down
stream of sufB, the last ORF of the cluster (dG = -10 kcal/
mol). These features, together with the short or missing
intergenic regions and the same orientation of the genes, sug
gest that the e five ORFs form an operon, as is the case for the
Erwinia chrysanthemi suf locus.

Molecular characterization of the sufCDS iscU sufB cluster.
(i) Construction of ~ufD and iSCU97 mutants. Since S. ther
mophilus sufgenes are potentially clustered in an operon, non
polar dsufD and iSCU97 mutants were constructed and ana
Iyzed. The sufD mutation consists of an internaI in-frame
deletion leading to the loss of 43% of the whole protein (see
Materials and Methods and Fig. 4). Sequence comparison of
NifU family proteins from variou organisms indicates that the
S. thermophilus IscU protein contains the three highly con
served cysteine residues that have been shown to be the as
sembly site of a transitory [2Fe-2S] center within Ni.fU (70).
Thus, the construction of a nuU iscU mutant was achieved by
replacing one of the e conserved residues, the CyS97, with a Tyr
(see Materials and Methods and Fig. 4). Sequencing of these

two constructs confumed that they did not contain any second
ary mutation.

(ii) Role of sufD and iscU in iron metabolism. To investigate
the possibility that dsufD and iSCU97 mutations impair growth
due to the lack of functional [Fe-S] cluster biosynthesis, the
mutants were grown in TPPY medium and compared to the
wild type. The growth of the dsufD and iSCU97 mutants showed
no significant difference from that of the wild-type strain. As
suming that the high iron concentration of the TPPY medium
couId aUow self-assembly of the [Fe-S] clusters (71) and con
sequently could be responsible for the absence of a difference
in growth rates between strains, the same experiment was con
ducted in TPPYC, a divalent cation-depleted medium. Under
these conditions, the mutants displayed a growth rate similar to
that of the wild-type strain, but their maximal OD600 was lower
than that of the wild type, showing their premature entry into
the stationary phase (Table 3). Moreover, this difference dis
appeared when the cultures were grown on TPPYC supple
mented with 100 lLM FeS04 • Taken together, the e results
suggest (i) that iscU and sufD genes of S. thermophilus are
involved in iron metabolism and (ii) that the presence of these
genes would be of particular importance under iron-Iimiting
conditions.

To confirm the involvement of sufD and iscU in iron metab
olism, the iron intracellular concentrations of the dsufD and
iSCU97 mutants were checked by measuring the sensitivities of
these strains to streptonigrin (an iron-activated antibiotic). As
shown in Fig. SA, the iscU mutant was more sensitive to strep
tonigrin than the wild-type strain was, whereas the dsufD mu-

TABLE 2. suf cluster gene products of S. thermophi/us CNRZ368

Gene
product

SufC
SufD
SufS
IscU
Suffi

Closest similar proteina

CAD45782 (S. agalaetille NEM316)
AAM99050 (S. aga/aetille 2603YIR)
CAD45784 (S. aga/aetille NEM316)
CAD45785 (S. aga/aetiae NEM316)
CAD45786 (S. aga/aetiae NEM316)

Ideotity,
simiJarity (%)

88, 94
76,87
79,89
78,90
89,94

Function and/or nature of protein

Putative ABC transporter (ATP-binding protein)
Unknown, conserved protein
Simjlar to SufS
Similar to ifU family proteins
Unknown, conserved protein

a Accession number of the proteio giving the best alignment score. The name of the organism is given in pareotheses.



2226 THIBESSARD ET AL. APPL. ENVIRON. MICROBfOL.

Final OD600 resulting from growth in:

idant enzymes, except those from SOD, are protective against
HzOz and not Oz'-. The genes identified in the present work
were c1assified according to their functions into five groups:
genes potentially involved in cell wall metabolism, genes po
tentially involved in exopolysaccharide translocation, genes po
tentially involved in tRNA modification, genes potentially in
volved in iron metaboLism, and genes of unknown function.

Perhaps the most striking observation of this study is that 5
out of the 10 sensitive mutants selected (ossH, mreD, rodA,
pbp2b, and cpsX) are disrupted in a gene encoding a membrane
protein. This finding couId reflect that the cell envelope is the
main target of the stress applied. Among these mutants, three
(mreD, rodA and pbp2b) are impaired in genes potentially
encoding proteins described as playing a raie in peptidoglycan
biosynthesis during cell elongation in E. coli (28, 52, 63). Phe
notypic analysis of these three S. thermophilus mutants showed
that they ail present a reduced cell size associated with a
modification of the cell shape, as observed in rodA, pbp2, and
mre mutants of E. coli or Salmonella enterica serovar Typhi
murium (5, 20, 28, 29, 63, 64). Moreover, the three S. ther
mophilus mutants a1so presented increased sensitivity to heat
shock compared to the wild-type strain, suggesting that the
protective role of MreD, RodA, and PBP2b is not specific to
oxidative stress but could be enlarged to a more global stress
response. In support of this hypothesis is the existence in Lac
tococcus lactis of mutations in pbp genes that negatively affect
the acid tolerance of a guaA mutant (16).

The major function assigned to the cell wall is the mainte
nance of cell integrity through the protection of ceUs not only
against osmotic stress but also against other stress conditions.
For instance, it has already been shown that in LAB, compro
rnised biosynthesis of peptidoglycan results in increased sensi
tivity to either UV (22) or acid (11) stress. Additionally, the
disruption of mreD, rodA, or pbp2b may cause a modification of
the peptidoglycan architecture in S. thermophilus, reducing cell
protection against stresses such as oxidative and heat stresses.

tRNA modification is a universal feature of all living organ
isms, although sorne described modifications have no assigned
function yet. Modifying enzymes affect the tRNA precursor
either by chemical modification of an existing residue (in the
base or in the sugar) or by nucleotide substitution. These
modifications, particularly those present in the anticodon re
gion, can affect translation efficiency and fidelity (for a review,
see reference 10). In this study, two clones disrupted in the tgt
and ossF loci, encoding proteins showing high identity to
tRNA-modifying enzymes, were selected for their high sensi
tivity to oxidative stress. This sensitivity could suggest that the
expression of genes involved in oxidative stress defense may
require tRNA maturation or that such modifications couId
help tRNA stabilization under stress conditions. In agreement
with the former hypothesis, Shigella flexneri pathogenicity is
regulated by virF rnRNA translation efficiency under TGT
activity control (21). Additionally, several environmental con
ditions are suggested to influence tRNA modification. In the
case of queuosine (whose synthesis and substitution are carried
out by several enzymes, among which is TGT), synthesis is
sensitive to the presence of iron (31) and TGT requires oxygen
for its full activity (54). Therefore, further investigations on
this topic should provide an interesting new regulatory model
and could contribute to the emerging observation that trans-
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FeSO•. The growth of the cells was then folJowed by the measurement of the
OD600. The OD600 was measured after 24 h of incubation at 42°C. This exper
irnent was done in triplicate.

DISCUSSION

tant was more resistant. Moreover, the addition of 2,2' -dipyri
dyl (a ferrous iron chelator) abolished the difIerence in growth
rates between the strains (Fig. 5B), indicating that iron was
responsible for the streptonigrin sensitivity observed without
2,2'-dipyridyl. Taken altogether, these results suggest that both
iscU and sufD of S. thermophilus play a role in iron metabolism.

To investigate the oxidative stress defense system of S. ther
mophilus, a collection of random insertion mutants was
screened to select clones with high sensitivity to menadione.
Using this appraach, we aimed to identify genes involved in
superaxide stress defense without presuming their function. It
can be noted that no gene encoding a protein considered a
major antioxidant enzyme in other organisms was found by
using this approach. Possible explanations for this outcome are
(i) that the collection of mutants was nonexhaustive, (ü) that
the corresponding mutants couId have a weak phenotype, (iii)
that such mutations could be lethal, and (iv) that most antiox-

TABLE 3. Growth of wild-type and mutant S. thermophilus strains
in TPPYC and in TPPYC supplemented with irona

FIG. 5. Streptonigrin tolerance. The tolerance of S. thermophilus
strains to streptonigrin was assessed by measuring the 00600 (OD600)
after growth in TPPYC medium containing various concentrations of
streptonigrin unsupplemented (A) or supplemented with 1 mM of
2,2'-dipyridyl (B) (see Materia! and Methods for details). The relative
00600 was determined by comparing the 00600S obtained with and
without streptonigrin. 0 and e, wild-type strain; 0 and ., isCU97
mutant; 6. and A, tlsufD mutant.
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lational regulation plays an important role in oxidative stress
response, a role ascribed mainly to transcriptional regulation
thus far.

Iron is essential for cellular metabolism due to its require
ment as a cofactor for a large number of enzymes. However, an
excess of iron is toxic because of its involvement in the Fenton
reaction, which enhances the formation of ROS. In this work,
a gene homologous to fatD, encoding a putative Fe3 + ABC
transporter, was found to be involved in the S. themwphilus
oxidative stress response. To test whether S. thermophilus FalO
is indeed an iron transporter, the sensitivity of the fatD mutant
to streptonigrin (an iron-activated antibiotic) was assessed. No
significant difference between the mutant and the wild-type
strains was detected (data not shown), suggesting that the
disruption of fatD would have no effect on intracellular iron
concentration. Thus, either FalO is not a major iron trans
porter under the experimental procedure we used or S. ther
mophilus fatD encodes an ABC transporter for another metal
lic cation. A possible cation could be Mn2 +, known to have a
protective function against oxidative damage either via direct
dismuta e activity, such as that reported in other organisms (4,
26, 60), or via its role as a cofactor of the only SaD reported
in S. thermophilus (19). Thus, the inactivation of an Mn2 + ABC
transporter could trigger sensitivity to oxidative stress.

[Fe-S] c1usters are oxygen-sensitive prosthetic groups incor
porated into proteins via covalent bonds to cysteines. lron
sulfur proteins, which are found in more than 120 classes of
enzymes and proteins (30), are known to play important phys
iological roles in electron transfer, metabolic reactions, and
transcriptional regulation (30, 32). Indeed, because of their
intrinsic redox properties, they are likely to sense oxygen or its
derivatives, as is the case for SoxR and FNR transcriptional
regulators, responding to oxidative stress and oxygen availabil
ity (for a review, see reference 32). IscR is also an iron-sulfur
transcriptional regulator that is suggested to respond to [Fe-S]
c1uster-limiting conditions and potentially to hydrogen perox
ide in E. coli (32). Although it has been shown that [Fe-S]
c1uster assembly can occur spontaneously in vitro under anaer
obic conditions (36), this process can also be catalyzed enzy
matically in vivo. Genes of the suf operon and of the isc locus
(iron-sulfur c1uster) are conserved and encode [Fe-S] c1uster
biosynthesis and/or repair pathways (23). More precisely, it has
recently been propo ed that Isc proteins are necessary for
biosynthesis, while Suf proteins are essentially involved in the
repair of oxidatively damaged [Fe-S] c1usters (37).

Study of MufD and iSCU97 nonpolar mutants indicates that
SufD and IscU proteins are required for growth in an iron
deficient medium. SufD and IscU inactivation conferred in
creased resistance and sensitivity, respectively, to streptonigrin.
These results indicate that S. thermophilus SufD and IscU are
involved in intracel1ular iron balance. Additional1y, the Suffi
and IscU of S. thermophilus, similar to SufD and NifU family
proteins from other microorganisms, are encoded by genes
c1ustered with suJB, sufC, and sufS homologues, also poten
tial1y involved in [Fe-S] c1uster repair. Hence, the participation
of S. thermophilus SufD and IscU proteins in iron intracel1ular
balance is probably the result of their involvement in [Fe-S]
c1uster repair, as in Erwinia chrysanthemi (37). The NifU family
protein function is to provide a scaffold for the assembly of
c1usters mediated by NifS activity, and such c1usters can then

be transferred into apo forms of [Fe-S] c1uster-containing pro
teins (1, 70). The role of SufD in [Fe-S] c1uster biosynthesis is
not weil established. However, in S. thermophilus, the in
creased resistance to streptonigrin of the MufD mutant sug
gests that its intracellular iron concentration is lower than that
of the wild type. At least two alternative hypotheses can be
made: (i) SufD could be directly involved in the uptake or
assimilation of extracellular iron, or (ii) Suffi couId inhibit the
synthesis and/or repair of the [Fe-S] c1usters. In the latter case,
SufD inactivation would result in an increase in the synthesis of
[Fe-S] c1usters and, consequently, in a reduced intracellular
free iron concentration.

Additionally, S. thermophilus sufD and iscU mutants dis
played increased sensitivity to superoxide radicals compared to
the wild type. Thus, SufD and IscU are likely to play a major
role in oxidative stress defense, probably resulting from their
predicted role in [Fe-S] c1uster assembly and/or repair. The
involvement of the suf operon in oxidative stress resistance
during the early steps of infection by Erwinia chrysanthemi has
also been reported (37), as has the induction of the suf gene
c1uster of E. coli by the hydrogen peroxide response regulator
OxyR (72). In spite of a possible spontaneous formation, our
data suggest that under oxidative stress, [Fe-S] c1uster assem
bly and/or repair becomes a limiting step in the formation of
iron-sulfur proteins and that the cell requires an additional,
dedicated system, encoded by the suf gene c1uster, to optimize
[Fe-S] c1uster formation or repair.

Conclusion. The strategy used in this work al10wed the iden
tification of genes involved in the S. thermophilus oxidative
stress defense system. Data concerning the functions of sorne
loci are already available in the literature, whereas the roles of
other loci are not known. In both cases, the exact roles of these
genes in the defense of S. themwphilus against oxidative stress
remain to be elucidated.
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The isolation of a Streptococcus thermophilus CNRZ368 mutant displaying a long-chain phenotype allowed us
to identify the cse gene (for celJuJar segregation). The N terminus of Cse exhibits high similarity to Streptococcus
agalactiae surface immunogenic protein (SIP), while its C terminus exhibits high similarity to S. thermophilus
PcsB. In CNRZ368, deletion of the entire cse open reading frame leads to drastic lengthening of celJ chains and
altered colony morphology. Complementation of the âcse mutation with a wild-type allele restored both
wild-type phenotypes. The central part of Cse is a repeat-rich region with low sequence complexity. Comparison
of cse from CNRZ368 and LMG18311 strains reveals high variability of this repeat-rich region. To assess the
impact of this central region variability, the central region of LMGl8311 cse was exchanged with that of
CNRZ368 cse. This replacement did not atrect chain length, showing that divergence of the central part does
not modify cell segregation activity of Cse. The structure of the cse locus suggests that the chimeric organi
zation of cse resuIts from insertion of a duplicated sequence deriving from the pcsB 3' end into an ancestral sip
gene. Thus, the cse locus iIIustrates the module-shuftling mechanism of bacterial gene evolution.

Among gram-positive cocci, sorne species grow as single cells
and others grow as grouped cells, linked together into various
arrangements. In particular, cocci from several genera, such as
Streptococcus, Lactococcus, Peptostreptococcus, Ruminococcus,
and Coprococcus, grow as cell chains (48). The number of cells
per chain varies considerably among species and strains (14).
Indeed, chain length can range from two cells, as in Strepto
coccus pneumoniae, to around 100 cells in Streptococcus mitior
(14). Few genes have been implicated in short-chain pheno
types, since their inactivation leads to an increased number of
cells per chain. One of the most striking phenotypes is that of
an S. pneumoniae lytA lytB double mutant, whose chain length
can reach more than 100 cells, while the wild type typically
grows as pairs (12). The shortening of cell chains was ascribed
to the cell wall hydrolytic activity of LytA and LytB proteins in
S. pneumoniae (25) and of AcmA in Lactococcus lactis (6). The
increase of cell number per chain couId be accompanied by
obvious changes in cellular morphology. Thus, rodA,pbp2, and
mreD mutants from Streptococcus thermophilus display not only
long cell chams but also rad-shaped cells instead of ovoid
wild-type cells (50, 52, 54). Also, an S. pneumoniae mutant
depleted for expression of the essential pcsB gene forms long
chains with irregularly shaped cells (33). Although the biolog
ical function of chains is unknown, it was recently demon
strated that the adhesion ability is reduced by cell chain length
ening in L. lactis (30).

In this study, we focused on a gene called cse for its raie in
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cellular segregation, identified in S. thermophilus. This bacte
rium is a lactic acid bacterium used as a starter of fermentation
for the conversion of milk into yogurt and many cheeses (e.g.,
Emmental, Gruyère, mozzarella, and cheddar). We describe
the chimeric structure of cse and its central region, which is
repeat rich and exhibits intraspecies sequence variability. The
construction of several mutants showed that this chimeric and
variable gene encodes a functionaI protein involved in cellular
segregation and colony morphology and allowed assessment of
the impact of the central part variability on cell segregation
activity.

MATERIALS AND METHons

Bacterial strains, growth conditions, and plasmids. AlI strains and plasmids
used in this work are presented in Table 1. Depending on the experiments, S.
thermophiLus and its derivatives were cultivated in milk medium, TPPY (tryptose,
7g 'liter- I

; Proteose peptone, 7g 'Iiter-'; yeast extract, 2g 'liter- l
; lactose, 20

g 'liter- ') (5), or M17 (51) medium without shaking. Milk medium was used for
strain storage, M17 was used for mutant generation, and TPPY was employed for
phenotypic analysis. Phenotypic analyses were performed at 42°C, the optimal
growth temperature of S. thermophilus. Erythromycin was added at 2 fLg . ml- I

when required. S. thermophiLus derivative strains containing pGh9 (27) or
pNST260+ plasmid derivatives were cultivated at 30"C when plasmid self-main
tenance was required and at 42·C for selection of clones with the chromosome's
integrated plasmid. S. thermophilus strains containing pFUN or its derivatives
were cultivated at 30"C. L. lactis strains were grown at 30"C in M17 medium (51)
supplemented with 0.5% glucose. Erythromycin was added at 5 fLg' ml- l when
required.

Recombinant plasmids derived from pGh9 were transformed into Escherichia
coli EC101, a TG1 strain containing a chromosomaJ copy of the pWV01 repA
gene (6), and selected at 37°C on Luria-Bertani (LB) (47) containing 150 fLg of
erythromycin ml- l . Recombinant plasmids derived from pFUN, which was
kindly provided by 1. Poquet from INRA (Jouy en Josas, France) (38) were
transformed into E. coli DHSo< and selected on LB medium containing 100 fLg of
ampiciJlin ml- l .

DNA manipulations. Preparation of chromosomal and plasmid DNA and
Southern analysis were performed according to standard protocols (47). Se-
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Strain or plasmid

TABLE 1. Strains and plasmids used in this work

Relevant phenotype(s) or genotype(s)

J. BACTERIOL.

Source or reference

Strains
S. thermophilus

CNRZ368

16010
CNRZ368-~cse

CNRZ368-~cse-T
CNRZ368-~cse-C

LMG18311

LMG18311-~cse

LMG18311-csevarCNRZ368
L. lactis subsp. cremoris
MG1363acmA ~l

E. coli
ECI01

DHSa
BUI (DE3)

Plasmids
pGh9
pGh9:ISSl
pGh9::~cseCNRZ368

pGh9::~cseLMGJ831J

pGh9::cseLMGJ83JJvarCNRZ368
pNST260+

pNST260+ ::cse
pFUN
pFUN::cse
pET1Sb
pET1Sb::cse
pETlSb::cseJ_183
pET15b::cse184--461

Wild-type strain

Em' S. thermophilus CNRZ368 containing integrated pGh9:ISS! into cse
S. thermophilus CNRZ368 with ~cse mutation
Em', CNRZ368-~csewith pNST260+ integrated into the chromosome
Em', CNRZ368-~csewith pNST260+::cse integrated into the chromosome
WiJd-type strain

S. thermophilus LMG18311 with ~cse mutation
S. thermophilus LMG18311 with the chimeric aJlele cseLMG183JJvarCNRZ368
Derivative of MG1363 wild-type strain containing 701-bp SacI-SpeI chromosomaJ

deletion in acmA gene

supE hsd-5 thi ~(lac-proAB) F' (traD6 proAB+ lacf'llacZt.M15) repA+, derivative of
TG1 strain (47)

supE44 MacU169 (<1>80 lacZ ~MlS) hsdR17 endAl gyrA96 thi-! relAl
hsdS gal (ÀcIts857 indl Sam7 nin5 lacUVS-TI gene f)

Em', thermosensitive replication origin from pVE6002
pGh9 with ISSI
pGh9 with ~cse and CNRZ368 surrounding regions
pGh9 with ~cse and LMG18311 surrounding regions
pGh9 with chimeric aJJele cseLMGJ83JJvarCNRZ368
pGh9 with int and ait! from ICEStI

pNST260+ with CNRZ368 cse ORF, its putative promoter and terminator
Em' and Amp', derivative of pIL252, with ~spl!Uc gene
pFUN with cse-~spl!uc translationaJ fusion
Protein expression vector
pETlSb with hexa-His-Cse translational fusion
pETlSb with hexa-His-Cse1_ 183 translational fusion
pETlSb with hexa-His-Cse l 84-461 translational fusion

INRA-CNRZ, strain
collection

This work
This work
This work
This work
BCCM/LMG, strain

collection
This work
This work
6

23

47
47

27
28
This work
This work
This work
G. Guédon,

personal
communication

This work
38
This work
Novagen
This work
This work
This work

quencing was performed by using dye terminator cbemistry on an ABI Prism 377
genetic analyzer (pE Biosystems). Sequence data were analyzed with BIAST (1,
2), SignalP (35), Mfold (59), Dot plot (bttp://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit
/dnadotl), SEG (56), and PSIPRED (29) software. GenBank, tbe Conserved
Domain Database (http://www.ncbi.nlm.nib.gov/Structure/cddlcdd.shtml), and
tbe Codon Usage Database (bttp://www.kazusa.or.jp/codonl) (32) were con
sulted. Sequence data of S. thermophilus LMG18311 strain were obtained from
the UCL Life Sciences Institute website at bttp://www.biol.ucl.ac.be/gene
/genome/. Sequencing of S. thermophilus LMG18311 was supported by tbe Wal
lonn region (BIOVAL grant no. 9813866).

Nuclease assay on agar plates. Extracellular production of nuclease activity by
E. coli and S. thermophilus were detected by the metachromatic agar diffusion
method, as previously described (21, 24). Briefly, following bacterial growtb on
solid media, plates were overlaid with toluidine blue-DNA agar and incubated at
37"C for 2 h. The presence of a pink halo around colonies indicates extracellular
nuclease activity. E. coli strains were not incubated for more tban 2 h, since false
positives could appear after this time (38).

Recombinant DNA and mutant construction. Oligonucleotides u ed in this
study were purcbased from MWG Biotecb AG (Ebersburg, Germany) and are
Iisted Table 2.

(i) Translational fusion witb "'''''UC. To obtain the plasmid pFUN::cse, the
region covering the putative promoter region and the cse open reading frame
(ORF) except its stop codon, was amplified by PCR and introduced into pFUN,
leading to cse-",p"uc fusion. For pFUN::",pCse, the regions f:1anking the sequence
encoding the putative signal peptide (the 81 bp following the ATG putative
initiation site of translation) were amplified by PCR and introduoed into pFUN.
This led to a ",pCse-",?,uc fusion where the sequence encoding the putative
signal peptide of Cse was replaced by a HindIll restriction site. Following
selection in E. coli DH5Ot, botb constructs were introduced into S. thermophilus
by electroporation.

(ii) Deletion of cse in S. thermophilus CNRZ368 and LMGI8311 strains.

In-frame cse deletion mutants were constructed as previously described (52).
Briefly, tbe Iwo regions flanking the locus to be deleted were independently
amplified by PCR, digested by appropriate restriction enzymes, and joined by
ligation together and witb pGh9. After introduction of the recombinant plasmid
into S. thermophilus, Iwo crossovers, upstream and downstream of tbe deleted
region, were selected (52). Thus, only the first and the last three codons of the cse

TABLE 2. Oligonucleotides used in this work

OUgonucieotide SequenceQ (5'-3')

delcse.E5' CCCCCCCCAAGCTTACAAGATCAGTTTGGAAC
delcse.I5' CCCCCCGAATTCTGATAACATGTATAATTCAT
delcse.I3' CCCCCCGAATTCATTTATCCATAATGAGTACA
delcse.E3' CCCCCCCTGCAGCAGCCTGTGGTTGAAG
fcompl TTGTTGGCGCGCTTTAGCCGATTTGGCTTTTGAAG
rcompl TTGTTGGCGCGCCCCATTATITTCTCAGGATGAAT
racse.E5' CCCCCCAAGCTTTGAATGTITTGGCTAATATC
racse.I5' CCCCCCGATATCAATAGCGTCTGCAACT
racse.13' CCCCCCGATATCAACTCCTAATACATATC
racse.E3' CCCCCTGCAGTTATGGATAAATATAATATAC
ravar.5' CATGTTACTTCAGCAACAAC
ravar.3' GCATATTCGTATGTAGCTGC
fnuc.cse.5' CCCCCCGAATTCTGATAGGGATAGGGCTT
fnuc.cse.15 CCCCCCAAGCTTCATGTATAATTCATTCCTT
fnuc.cse.13' CCCCCCAAGCTTGATGAAACTTCTCACTG
fnuc.cse.3' CCCCCCGGATCCCCTGGATAAATATAATATACAG
sex.E5' CCCCCCCCATATGTTATCAAAATCTAAAAC
sex.I5' CCCCGGATCCTTAAGCTGGAGTATCTGATGC
sex.I3' CCCCCCCCATATGTACGCAGATACTGAACAA
sex.E3' CCCCGGATCCTTATGGATAAATATAATATAC

Q Restriction enzyme sites are underlined.
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ORF were kept, and the remainder of the ORF was replaced by an EcoRI
restriction site. The cse deIetion was checked by PCR and Soutbern bybridization
(data not shown).

(Hi) t1cse complementation. Complementation of the t1cse mutation was car
ried out by inserting the wild-type allele in Irans. For this purpose, the
pNST260+ plasmid (G. Guédon, personal communication), carrying a gene
encoding the lCESIl integrase and its alll atlachment site, was used (7). This
plasmid cao integrate into the S. lhermophilus CNRZ368 chromosome attbe allR
site of ICESll (G. Guédon, personal communication). The entire cse ORF with
its putative promoter and terminator was amplified by PŒ and ligated into
pNST260+. Following selection in E. coli EClOl, the consLruct was introduced
into S. lhermophilus by electroporation. As a control, S. Ihermophilus was also
Lransformed with empty pNST260+. Integration of pNST260+ and pNST260
+::cse into the chromosome was selected at 42°C, the replication-restrictive
temperature, in the presence of erythromycin. Plasmid integration into the chro
mosomal atlachment site was checked by Southern hybridization (data not
shown).

(iv) A1Jelic replacement of the var-<:se region. The approach for var-<:se re
placement involved tbe wild-type sequence containing GAT and ATC sequences
localized, respectively, upstream and downstream of var-<:se. These sequences
a1low an EcoRV restriction site formation if they are assembled. The plasmid
used for replacement of the var-<:se region of LMG18311 by that of CNRZ368
was constructed in a IWo-step c10ning procedure. The var-<:se f1anking regions
from the LMG18311 strain were amplified by PŒ. After digestion by appro
priate restriction enzymes, PCR fragments were Iigated together, generating an
EcoRV restriction site, and inserted into pGh9. This EcoRV restriction site was
generated by assembling the GAT and ATC sequences that f1ank the wild-type
var-<:se sequence. The plasmid carrying the IWo PCR fragments was selected in E.
coli EClOl. Then the region localized beIWeen the GAT and ATC sequences
including the var-<:se region from CNRZ368 (as defined in Fig. 20) was amplified
by PCR. The PCR product was next treated at noc for 30 min with Pfu
polymerase for generation of blunt ends. This last step removes the 3' adenosine
overbang added during the PCR. The polished fragment was inserted into the
plasmid carrying the var-<:se f1anking regions previously digested by EcoRV to
generate blunt ends. The resulting plasmid was selected in E. coli EClOl. The
correct insert orientation was checked by sequencing. Then the plasmid was
introduced into S. Ihermophilus LMG18311 by electroporation. The transformed
strain was checked by Southem hybridization with a specific probe for
LMG18311 genomic ONA (37). Two crossover events, surrounding tbe var-<:se
region, were selected to generate the LMG18311-<:seva,cNRZ368 mutant.

(v) Plasmid constrocts for protein overproduction. The whole cse ORF and
the regions encoding Cse parts from amino acid 1 to 183 and from amino acid
184 to 461 were amplified by PCR. The PCR products were independently
introduced into the pET15b plasmid (Novagen), ending in an in-frame fusion
downstream of the hexa-His encoding sequence. After selection in E. coli OHSa,
the CODStructS were introduced into E. coli BL21(OE3) for protein overproduc
tion.

Microscopy. Colonies and cells were observed with a Nikon OPTIPHOT
microscope mounted with phase contrast equipment (Ph). Colony examination
was done at a magnification of x lao. Cells were observed at a magnification of
x lao, with the condenser turret at position Pb4, or at a magnification of x 1,000
by phase contrast.

Protein overproduction. E. coli BL2l(DE3) strains transformed with pET15b
and derivatives were grown in LB medium at 37"C supplemented witb 50 fLg of
ampicillin ml- l • At an optical density at 6ao nm (00600) of 0.6, isopropyl-J:l-D
thiogalactopyranoside (IPTG) was added at a final concentration of lao fLM
du ring 4 b to induce expression of N-terminally hexa-His-tagged proteins. To
extract proteins, cell pellets resuspended in sample electrophoresis buffer were
heated for 5 min at 95°C. For cell Iysis testing in nondenaturing conditions,
proteins were extracted by sonication.

SnS-PAGE and renaturing SnS-PAGE. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylam
ide gel electrophoresis (SOS-PAGE) was performed as previously described (22)
with 10% (wt/vol) polyacrylamide. Lytic activity was tested by SOS-PAGE, per
formed with gels containing 10% polyacrylamide (wl/vol) and 0.2% (wt/vol) S.
Ihermophilus cells or Micrococcus Iysodeiklicus cells, followed by a protein rena
turation step. Tbe S. Ihermophilus cells used as substrates for Iytic activity were
prepared as previously described (39) with tbe following modification: after
Iyophilization, cells were resuspended in distilled water at a 10% final concen
tration and autoclaved for 20 min at 120°C. S. Ihermophilus proteins were ex
tracted by glass bead disruption of cells as previously described (17). After
electropboresis, gels were gently shaken in lao ml of water at 4°C for 1 b. Tben
water was replaced by lao ml of 20 mM Tris-HO (pH 7) containing 1% (voVvol)

Triton X-lOO for overnight incubation at 42°C. Bands of Iytic activity were
visualized as previously described (6).

Nucleotide sequence accession numbers. ONA sequences reported in this
paper have been deposited in GenBank under accession numbers AY695844,
AY730642, and AY730643.

RESULTS

cse involvement in colony morphology and ceU segregation.
The 16D10 mutant, displaying a long-chain phenotype in ad
dition to a variant colony morphology, was selected from an S.
thermophilus CNRZ368 mutant collection. This collection was
previously obtained by insertional mutagenesis (53) with the
pGh9:ISSf plasmid (28). The locus disrupted by pGh9:ISSf in
the 16DlO mutant was identified by c10ning and sequencing the
2,697 bp f1anlàng the disruption site. Sequence analysis re
vealed that pGh9:ISSl disrupted an ORF of 1,386 bp, named
cse for cell segregation. The CNRZ368 cse ORF encodes a
putative 462-amino-acid protein of unknown function with a
deduced molecular mass of approximately 48.5 kDa. The first
28 amino acids display Sec-dependent signal peptide charac
teristics as predicted by signalP software (35), suggesting that
Cse is exported. The Cse central part, containing repeats (see
below), is highly enriched in alanine, glutamate, threonine, and
serine (20.4, 32.9, 15.3, and 8.3%, respectively) residues com
pared to the mean content of S. thermophilus proteins (6.1, 5.9,
5.7, and 4.6%, respectively), according to the Codon Usage
Database (32). This central region is potentially hydrophilic
(due to its high glutamate, serine, and threonine content) and
acidic (due to its glutamate enricbment).

To confum the involvement of cse in these phenotypes, a cse
nuU mutant was constructed by in-frame deletion of the cse
ORF, resulting in a CNRZ368-ôcse strain. Colonies of this
mutant were flatter, larger, and less opaque than wild-type
ones (Fig. lA). Phase-contrast photonic microscopy observa
tions revealed that CNRZ368-ôcse chains were much longer
than wild-type ones (Fig. lB). This was reinforced by counting
the number of cells per chain for each strain. Only 15% of
wild-type cells formed chains containing more than 100 cells in
stationary phase, whereas 100% of CNRZ368-ôcse cells did
(Fig. 1C). During exponential growth (OD600 = 0.2), 76.5% of
the wild-type cells counted formed chains containing less than
40 cells and none of them formed chains containing more than
80 cells. On the contrary, 87.5% of the CNRZ368-ôcse ceUs
formed chains containing more than 100 cells. These results
show that the long-chain phenotype of the CNRZ368-ôcse
mutant is not growth phase dependent. No major modification
of the cell shape or size was observed in the CNRZ368-ôcse
mutant. Moreover, mutant and wild-type strain growth curves
showed no significant difference in either doubling time or in
stationary phase entry OD600 value (data not shown).

Complementation was performed by using the pNST260+
integrative plasmid (G. Guédon, persona! communication).
This plasmid can integrate into the S. thermophilus CNRZ368
chromosome in the attR site of ICEStl (G. Guédon, personal
communication), a resident integrative element (7). The Ôcse
mutation was complemented in trans by chromosomal integra
tion of the cse wild-type gene carried by the pNST260+::cse
plasmid, resulting in the CNRZ368-ôcse-C strain. The nega
tive control consisted of the chromosomal insertion of empty
pNST260+, resulting in the CNRZ368-ôcse-T strain. The
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complemented strain exhibited a wild-type phenotype with re
spect to colony morphology and number of cells per chain,
while the negative control maintained a mutant phenotype
(Fig. 1C and colony morphology data not shown). These re-

sults demonstrate that cse is involved in colony morphology
and cell segregation.

Central part ofese is repeat ricb and variable. Alignment of
the cse nucleotide sequence from strains CNRZ368 and
LMG18311 (cseCNRZ368 and cseLMG18311) showed that the first
600 bp and the last 346 bp of these ORFs display 94 and 96%
identity, respectively (Fig. 2A). In contrast, bath cse allele
central parts, consisting of 443 bp in cseCNRZ368 and 503 bp in
cseLMG18311, show only 61% identity. Because of its variability,
this region was called var-ese. Both var-cse regions show a high
level of redundancy consisting of short direct repeats, with
tandem or dispersed arrangement (Fig. 2B). As a consequence
of its high content in short repeats, it is a low-complexity region
as detected by the SEG program. Nine difIerent repeat units
(named A to 1) that varied in size and sequence were distin
guished (Fig. 2C). Ali of the repeated units have a size divisible
by three and are in frame. The direct consequence is that ail
nucleic acid repeat sequences correspond to amino acid re
peats in the cse product (Fig. 2B). The comparison of var-cse
from S. thermophilus CNRZ368 and LMG18311 showed that
var-cseLMG18311 is 60 bp longer than var-eseCNRZ368' Addition
ally, the repeat content of both var-cse aJ1eles is qualitatively
different (Fig. 2D). In conclusion, the central part of cse is
almost exclusively built with repeated sequences and displays a
high degree of intraspecies variabiLity.

Secondary structures were predicted for Var-Cse by using
the PSIPRED method (19). Almost the entire Var-CseCNRZ368
(93%) region and the whole Var-CseLMG18311 region are pre
dicted to adopt coil structures, suggesting that this region is a
nonglobuLar domain. However, the confidence value of the
prediction is low (3.56 ± 1.79 for Var-CseCNRZ368 and 3.45 ±
1.83 for Var-CseLMG18311' on a 0 to 10 scale). The predicted
nonglobular structure of this region could explain the toler
ance for its high genetic variability.

ese is cbimeric. The nucleotide sequence of cse and its flank
ing regions in S. thermophilus LMG18311 was used in a
BLASTN search against the genome of the same strain. Re
sults revealed a region of 619 bp, named HRC1 for homolo
gous region, copy 1, sharing 93% identity with another region
of 618 bp, 10caLized elsewhere in the genome and named
HRC2 for homologous region, copy 2 (Fig. 3A). HRC1 in
c1udes the last 350 bp of cse, the following intergenic region,
and the first 58 bp of the downstream orfl. HRC2 includes the
last 350 bp of pcsB, the following iotergenic region, and the
first 58 bp of the downstream rppk ORF (encoding a putative
ribose-phosphate pyrophosphokinase) (Fig. 3A). Thus, the C
terminal part of Cse is homologous to the C-terminal part of
PcsB from S. therrnophilus LMG18311 (Fig. 3A). BLAST
searches within nonredundant databases showed that a PcsB
orthologue is present in the Streptococcus and Lactococcus
genera, whereas no protein with significant similarity to the
whole Cse protein was found in these organisms. PcsB is es
sential in the maintenance of cell shape in Streptococcus spe
cies (9, 33, 34, 42, 43). Searches of the Conserved Domain
Database show that both PcsB and Cse possess a region ho
mologous to the CHAP domain (cysteine histidine-dependent
aminohydrolase/peptidase) (Fig. 3A) which possesses a gluta
thionylspermidine amidase activity in E. coli (4). The CHAP
domain is widely distributed in extracellular proteins, where it
is supposed to be involved in peptidoglycan hydrolysis (3, 45).
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FIG. 1. Morphological consequences of ese deletion. (A) Colony
morphology pictured after 20 h of growtb; (B) ceU chain morphology
of S. thermophilus CNRZ368 strains; (C) results from counting number
of ceUs per chain. A total of 1,000 ceUs were counted from tbree
independent cultures. CeUs were photographed and counted in sta
tionary phase after 20 h of growtb. After thjs time of growtb, OD600
values reached 0.66 :!: 0.074, 0.56 :!: 0.038, 0.50 :!: 0.029, and 0.62 :!:
0.022, respectively, for strains CNRZ368, CNRZ368-~ese, CNRZ368
~ese-T, and CNRZ368-~ese-c.
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black arrows represent ORFs. Dashed lines both delimit the duplicated region and indicate the insertion site.

In contrast, the N-terminal part of Cse is homologous to the
N-terminal part of the surface immunogenic protein (SIP)
from Streptococcus agalactiae (Fig. 3A). Searches of the Con
served Domain Database showed that the N-terminal parts of
both SIP and Cse contain regions homologous to the LysM
domain (Fig. 3A), found in extracellular proteins and involved
in their attachment to the cell wall (49). This domain is prob
ably responsible for preferentiallocalization of the SIP surface
protein at the cell poles (46, 49).

Interestingly, the C-terminal region of SIP is homologous to
the C-terminal part of a putative protein (ORFl) (Fig. 3A)
encoded by the gene immediately downstream of cse (Fig. 3A).

The CDART database contains two hypothetical proteins
from Streptococcus mutans and Streptococcus intermedius with
one LysM domain and one CHAP domain (GenBank acces
sion numbers NP_720819 and BAB61101, respectively). These
proteins have a LysM domain at the N terminus and a CHAP
domain at the C terminus. Both proteins show significant sim
ilarity (48% identity and 63% sirnilarity) over 92% of their
length. Their CHAP domains show significant similarity with
Cse (51% identity and 62% sirnilarity for NP_720819, 60%
identity and 72% similarity for BAB61101), contrary to that of
the LysM-containing region, which does not exhibit significant
similarity with either Cse or SIP.

pcsB and orfl contain common repeats with cse. Considering
partial homology between pcsB and cse loci, PCSBLMG18311,
orfl LMG18311> and rppkLMG1831 J were scanned for repeats. The
analysis revealed that the pcsBLMG18311 central region and
orfJLMGJ83lJ 5' end also contain repeats (Fig. 3A) that are
common to both cse alleles (Fig. 2D). More precisely, ail re
peats found in PCSBLMGJ8311 (A, C, E, H, and 1) are also
represented in var-cseLMGJ8311, and one repeat (A) found in
PCSBLMGJ8311 is represented in var-cseCNRZ368' The orfl 5' end
from CNRZ368 and LMGI8311 strains (99.6% identity be
tween orfl alleles) contains C, E, and F repeated sequences,

although ail but one are degenerate. Additionally, the succes
sion ECCF is found twice in orfl and displayed once in var
cseLMGJ8311 (Fig. 2D).

Interestingly, var-cseLMG18311 and the OrflLMGJ8311 repeat
rich regions are located c10sed to HRCI boundaries (Fig. 3A).
Thus, HRCI is f1anked by two repeat-rich regions which
contain repeated motifs cornmon to each other and to the
PCSBLMGJ8311 repeat-rich region.

ExtracelJular localization of Cse. According to SignaLP (35)
analysis, Cse contains a canonical putative signal peptide, sug
gesting that it is exported from the cell. To test tbis hypothesis,
cse was fused to the reporter gene t:.spluc carried by the plas
mid pFUN (38). The t:.sptuc gene encodes a Staphylococcus
aureus nuclease lacking its signal peptide (10). The region
containing the putative promoter and the entire cse ORF
(except the stop codon) was c10ned ioto the pFUN vector
to generate a cse-t:.spluc fusion. The resulting pFUN::cse vec
tor was introduced into E. coli DH5a and S. thermophilus
CNRZ368. Following growth, the transformants were overlaid
with TBD agar (21), aUowing detection of extracellular nucle
ase activity by visualization of a pink halo. A pink halo was
visualized around colonies of each traosformed strain (data not
shown), indicating that the fusion protein was extraceLlular. As
a negative control, the same region lacking the putative signal
peptide encoding sequence was c10ned into pFUN to generate
a t:.spcse-t:.spluc fusion. Transformed by this construct, both the
E. coli and S. thermophilus colony surroundings remained blue.
These results indicate that Cse is exported and that its export
is signal peptide dependent.

Impact ofvar-cse variability on Cse cell segregation activity.
The variability of var-cse raised the question of a possible
variability of Cse cell segregation activity. Analysis of S. ther
mophilus CNRZ368 and LMGI8311 cell distribution in chains
revealed intraspecies variability of cell chain length (Fig. 4A).
Indeed, 85% of CNRZ368 cells formed chaim from 1 to 100
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FIG. 4. In.fluenee of var-cse variability on Cse eell segregation activity. (A) Results of counting numbers of eells per chain. A total of 1,000 eells
were counted from three independent cultures. (B) Cell morphology of S. thermophilus strain LMG18311. Cells were photographed or counted
in stationary phase after 20 h of growth. After this period of growth, OD6OQ values reached 0.66 :!: 0.074,1.1 :!: 0.014, 1.1 :!: 0.032, and 0.87 :!: 0.049,
respectively, for strains CNRZ368, LMG18311, LMG18311~seva.cNRZ368' and LMG18311-dcse.

ceUs, whereas only 39% of LMG18311 ceUs are in this size range.
Thus, a large proportion of LMG18311 ceU chains were much
longer than those of CNRZ368. Due ta the involvement of cse in
ceU segregation, we hypothesized a correlation between variability
of the ceU chain length and vaNse variability. A /:icse mutant of
LMG18311 was found to exhibit a long-chain phenotype, as the
CNRZ368-/:icse strain does (Fig. 4B), confuming that the
cseLMG18311 allele was functional. At the cse chromosomallocus,
the var~e region (Fig. 2D) was replaced by that of CNRZ368 in
the LMG18311 genetic background. This was done by allelic
replacement, taking into account that var-cse homologous flank
ing regions are not identical even if they show at least 94%
identity (Fig. 2A). Thus, the plasrnid used for allelic replacement
should contain var-cse from strain CNRZ368 flanked by cse ho
mologous regions from LMG18311 strain. No significant differ
ence was seen between LMG18311 and LMG18311-csevarCNRZ368
strains with respect ta chain length (Fig. 4A). This indicates that

the cell segregation activity of Cse is not affected by the bigh
variability of its central region.

Cell wall hydrolase activity. Since it was previously reported
that cell segregation results from cell wall hydrolytic activity
detectable by zymography (6, 8, 18,36,41,58), Cse was tested
for this activity. Thus, wild-type and CNRZ368-/:icse strain
protein extracts were tested by zymography. Under our condi
tions, no difference was detected between the two Iytic activity
profiles, with either autoclaved S. lhermophilus or M. lysodeik
lieus ceUs as a substrate (data not shawn). Therefore, we tried
to overproduce the Cse protein in E. coli with an N-terminal
hexa-His tag. However, tbis approach was unsuccessful for the
full-Iength Cse protein, as in the case of the fuU-length AcmE
protein from L. lactis previously reported (16). The authors
were able to circumvent this issue by overproducing AcmB
fragments. Using the same alternative way, we were able to
overproduce two Cse fragments in E. coli, one comprising the
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region from amino acid 1 to 183 and the other from amino acid
184 to 461. Thus, the N-terminal region comprised the LysM
putative domain, and the C-terminal region comprised both
the Var-Cse region and the CHAP domain. Renaturing SDS
PAGE, performed with crude protein extract, either on auto
c1aved S. thermophilus or M. lysodeikticus cells, did not al!ow
detection of any Iytic activity attributable to either the N
terminal or the C-terminal fragment. To exclude that this neg
ative result was not due to the incorrect refolding of the Cse
fragments, a cell Iysis test was performed under nondenaturing
conditions. For tbis purpose, proteins of E. coli Cse fragment
overproducer strains were extracted by sonication. The control
crude protein extract was obtained from an E. coli strain car
rying the pET15b plasmid without an insert. After checking
that the overproduced proteins were recovered in the soluble
fraction, 200 /-Lg of crude protein extract were added to a TPPY
suspension of autoclaved S. thermophilus or M. Iysodeikticus
ceLls and incubated at 42°C. OD600 measurements over time
did not reveal any significant differences between crude protein
extracts containing the overproduced Cse fragments and the
control.

Finally, we tried an indirect way, by checking whether cse
would be able to suppress a long-chain phenotype resulting
from a murein hydrolase defect. For tbis purpose, L. lactis
i1acmA was transformed with pNST260+::cse, and the number
of cells per chain was counted. No difference in chain length
was noticed between i1acmA and i1acmA transformed with
pNST260+::cse (data not shown).

DISCUSSION

Three genes of S. thermophilus (rodA, pbp2b, and mreD)
have been previously shown to be involved in cell chain length
(50, 52, 54). These genes are also involved in cel! shape, since
mutants in these genes display rod-shaped cells instead of
ovoid cells. In this study, we identified a fourth gene involved
in the shortening of cell chains, caUed cse for its role in cellular
segregation. Deletion of cse and complementation experiments
have shown that the cse chimeric gene is involved in ceLl seg
regation. The Cse extraceLlular protein contains a putative
LysM domain and a putative CHAP domain. LysM domains of
AcmA, the major peptidoglycan hydrolase of L. lactis, are
directly involved in cell wall attachment (49), and CHAP do
mains are widely found in surface proteins where they are
supposed to be involved in peptidoglycan hydrolysis (3, 45).
Therefore, Cse may be attached to the cell wall and may
exhibit peptidoglycan hydrolase activity.

To test whether Cse has a peptidoglycan hydrolase activity,
protein extracts of S. thermophilus wild type, S. thermophilus
I1cse, and E. coli Cse fragment overproducer strains were
tested by zymography with embedded S. thermophilus or M.
lysodeikticus cells as a substrate. In addition, cell Iysis activity
was tested in liquid medium, with native crude protein extracts
of E. coli Cse fragment overproducer strains. In both experi
ments, no Cse Iytic activity was detected. Finally, cse was not
able to complement the long-chain phenotype resulting from a
peptidoglycan hydrolase defect of an L. lactis i1acmA mutant.
The absence of a detectable Iytic activity was previously re
ported for PcsB from S. agalactiae (42, 43), another protein
with a CHAP domain. These results suggest that either Cse has

no peptidoglycan hydrolase activity or Cse activity couId not be
detected by these assays.

The results reported here show that cse is a chimeric gene
and suggested that its 5' and 3' ends originated from sip-like
andpcsB genes, respectively. Indeed, the region comprising the
3' end of cse, the following intergenic region, and the begin
ning of orf1 (region named HRC1) shows 93% identity with the
region comprising the pcsB 3' end, the following intergenic
region, and the beginning of rppk (region named HRC2) (Fig.
3A). Moreover, HRC1 is flanked by two regions encodiDg
amino acid sequences homologous to parts of the SIP protein
from S. agalactiae (Fig. 3A). Furthermore, SIP-encoding genes
had been found in the genomes of aLl streptococci except that
of S. thermophilus and S. mutans, and a PcsB-encoding gene
had been found in the genomes of all streptococci, including S.
thermophilus. Taken together, ail of these data suggest that
HRC2 had been subjected to a duplication event. The resulting
duplicated sequence would have been inserted into a sip an
cestral gene, thus creating two cbimeric genes, cse and orf1
(Fig.3B).

lnterestingly, S. mutans and S. intermedius possess one LysM
CHAP protein. The S. mutans genome, whose complete se
quence is available, does not encode a protein with significant
similarity to SIP of other streptococci and encodes a protein,
named GbpB, homologous to whole PcsB (9). Thus, the
genomic context of S. mutans would be similar to that of S.
thermophilus, suggesting that Cse and the S. mutans LysM
CHAP protein have a cornmon ancestor that would have been
generated by module shuffling. However, the S. mutans LysM
CHAP protein does not show significant similarity to SIP and
shows significant similarity with Cse only from its putative
CHAP domain. Moreover, the C terminu of the LysM-CHAP
protein harbors only 61% identity to the C terminus of GbpB,
whereas the C terminus of Cse shows 93% identity with the C
terminus of S. thermophilus PcsB (Fig. 3A).1f the LysM-CHAP
protein of S. mutans and Cse had been generated by the same
DNA duplication event, it would be expected that the percent
age of divergence between these LysM-CHAP proteins and
their PcsB/GbpB genomic counterparts would be the sarne.
These data support an alternative hypothesis where the LysM
CHAP protein from S. mutans and Cse have different origins.

The consequence of the suspected DNA rearrangement that
originated cse is the association of a putative LysM-encoding
sequence to a putative CHAP-encoding sequence, giving rise
to a new protein generation (Cse) by domain shuffling. Domain
shuffling has been proposed as a mechanism of gene evolution
in bacteria (13, 15, 25, 44) and implies considering genes to be
associations of modules. Each gene module would encode a
protein domain which has been defined as "part of a protein
that can fold up independently of neighboring sequences" (11).
These modules could undergo rearrangements, ending in the
creation of new module associations and, consequently, new
protein domain associations. As an example, extracellular pro
teins from S. pneumoniae that bind the choline component of
the cell wall appear to evolve by domain huffling. These mul
tidomain proteins consist of a choline-binding domain, trigger
ing protein association to the cell wall, and a catalytic domain
that differs from one protein to another (25). Another example
is the peptidoglycan hydrolase domain of Bacillus anthracis
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AmiA that is also found in other proteins where it is fused to
different attachment signais (31).

The cse central region and the central region of its product
are variable and repeat rich. The existence of variable tan
demly repeated sequences is a common characteristic of extra
cellular proteins of gram-positive bacteria (20). This variability
may facilitate adaptation to environrnental changes (20), for
instance, variability in the number of repeats in the alpha C
protein aLlows group B streptococci to escape host immunity
(26). In other cases, not restricted to extracellular proteins,
genetic variability of repeat-rich regions directly modifies
intrinsic biochemical activity of the protein, such as in restric
tion and modification enzymes encoded by EcoR124 and
EcoRl24/3 genes (40). These type 1 restriction enzymes recognize
sites GAA(N6)RTCG and GAA(N7)RTCG, respectively, differ
ing only in the length of a spacer. This difference in their speci
ficity is due to two or three copies of a 12-bp sequence localized
in their respective gene central parts (40). Therefore, we couJd
not exclude that variations in the Cse repeat-rich region have
consequences on ceLl segregation activity. However, replacement
ofvar-eseLMGJ8311 by var-eseCNRZ368 at the LMG18311 cse chra
mosomallocus did not induce significant changes in ceLl segrega
tion activity on the criterion of ceLl number per chain. Thus, it is
likely that the high variability of the cse central region was not
counter-selected because it does not affect the cell segregation
activity of Cse.

The question of the role of the Cse central part in cell
segregation remains open. This region could be a linker joining
the N-terminal part to the C-terminal part of Cse. Such a
function is assumed, for instance, by Q-linkers that join func
tionally distinct domains in nitrogen regulatory proteins (55).
Variations in length and sequence of NifA and NtrC Q-Linkers
have no consequence on the activity of these proteins (55). Sïrn
ilarly, the replacement of var-eseLMGJ8311 by var-eseCNRZ368 end
ing in a 6O-bp shortening of var-ese, since var-eseCNRZ368 is 60 bp
shorter than var-eseLMGJ8311' did not have consequences on Cse
ceLl segregation activity. A Linker role of the Cse central part couJd
explain why its high variability, and especiaLIy its length variability,
does not affect cellular segregation. This possible function of the
Cse central part would a1so be consistent with its predicted non
globuJar structure.

Two repeat-rich regions sharing common repeat motifs flank
HRCl. This suggests that the insertion event of the duplicated
region occurred within an ancestral repeat-rich region local
ized in the central part of the sip-Like gene ancestor. Thus,
SIP-encoding genes of other streptococci could also contain a
repeat-rich region. Therefore, repeat content and sequence
complexity level were analyzed in the S. agalactiae SIP protein
and orthologous counterparts in S. pneumoniae, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus gordonii, and Streptococcus suis. No
repeat was found in any of these sequences. However, analysis
of the amino acid composition showed that these regions have
a low sequence complexity. Moreover, as observed for cse,
their alignment revealed strong interspecies divergence of the
central region (data not shown). Thus, although SIP proteins
do not contain repeats, their central part showed low sequence
complexity and interspecies variability. These data are in
agreement with the existence of a low-complexity region in the
central part of the sip-Like gene ancestor of cse. We hypothe
size that this low-complexity region could have been the site of

an HRC1 insertion event responsible for cse creation. Inter
estingly, other multidomain proteins exhibit junctions with
low-complexity sequences between domains (44, 55). For in
stance, the multiphosphoryl transfer protein of Rhodobacter
capsulatus, a permease from a phosphotransferase system, is
composed of three domains connected by two similar Linker
regions of 17 residues. These two Linkers are rich in glycine,
alanine, and proline residues, lowering the complexity of these
regions (57). It has been proposed that the evolution of PTS
permease occurred by interdomain shuffling and that this shuf
fling was aLlowed by genetic recombination between linker
encoding sequences (57). This example, together with cse,
raises the question of a possible evolutionary advantage, at the
genetic level, of DNA regions with a low-complexity sequence.
Recombination events occurring inside domain-encoding se
quences will probably inactivate, in many cases, the domain
functionality and will therefore give rise to inefficient domain
associations. We speculate that low-complexity regions can be
more tolerant targets for genetic recombination events, re
sponsible for domain shuffiing, because of their low require
ment in sequence and size.
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LE GENE MOSAÏQUE ET VARIABLE CSE EST IMPLIQUE

DANS LA SEGREGATION CELLULAIRE CHEZ

STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS

Frédéric BORGES, Séverine LAYEC, Annabelle THIBESSARD, Annabelle FERNANDEZ,

Brigitte GINTZ, Bernard DECARIS et Nathalie LEBLüND-BOURGET

Laboratoire de Génétique et Microbiologie, UMR INRA 1128, IFR 110, Facilité des Sciences de

l'Université Henri Poincaré Nancy 1, BP239, 54506 Vandoeuvre-lès-Nancy, France.

Les streptocoques se développent sous la forme de chaînettes de cellules dont la longueur

influe la capacité à former un biofilm (1). Nous avons identifié chez S. thermophilus

CNRZ368 un gène, nommé ese (Çell ~egation), dont la délétion entraîne une

augmentation drastique du nombre de cellules par chaînettes. Le phénotype mutant est

complémenté lorsqu'une copie sauvage du gène est ajoutée en trans montrant ainsi que ese est

impliquée dans la ségrégation cellulaire. La protéine Cse présente un peptide signal putatif

suggérant la localisation extracellulaire de Cse. Une fusion entre ese et un gène rapporteur a

été construite et montre que la protéine est exportée.

Cse présente en N-terminal un domaine de liaison à la paroi cellulaire putatif (domaine LysM)

et en C-terminal un domaine amidase putatif (domaine CHAP). La comparaison de la

séquence du locus ese avec celles disponibles dans les banques de données montre que ese est

un gène mosaïque. Il aurait été crée par duplication du fragment codant un domaine CHAP

d'un autre gène de S. thermophilus, le gène pesB, et insertion de ce fragment de gène à

l'intérieur d'un gène ancestral codant un domaine LysM. Cet événement aurait ainsi permis

de réunir au sein de la même protéine un domaine LysM et un domaine CHAP et ainsi de

générer une protéine fonctionnelle impliquée dans la ségrégation cellulaire.

Ces deux domaines sont séparés par une région riche en motifs répétés. La comparaison de la

séquence du gène ese ou de la protéine Cse de différentes souches de S. thermophilus, montre

que cette région centrale est variable. La délétion du gène ese de la souche S. thermophilus

LMG18311, dont la région centrale est très différente de la souche CNRZ368, montre que

l'allèle ese de cette souche code une protéine de ségrégation cellulaire également

fonctionnelle. Ces résultats suggèrent que d'importantes modifications de la région centrale

de la protéine Cse peuvent avoir lieues sans que la protéine soit inactivée. La fonction de la

protéine Cse ainsi que le rôle de la variabilité de la région centrale du gène sont en cours

d'étude.
1. Mercier, c., C. Durrieu, R. Briandet, E. Domakova, J. Tremblay, G. Buist, and S. Kulakauskas. 2002. Positive role of

peptidoglycan breaks in lactococcal biofilm formation. Mol MicrobioI46:235-43.
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Abstract During industrial processes, the dairy organism
Streptococcus thermophilus is exposed to stress condi
tions. Hs ability to survive and grow in an aerobic
environment indicates that it must possess defensive
mechanisms against reactive oxygen species. To identify
the genes involved in oxidative stress defence, a collec
tion of mutants was generated by random insertional
mutagenesis and screened for menadione sensitivity and
resistance. Results obtained for resistant clones allowed
the identification of eight loci. The insertions affected
genes whose homologues in other bacteria were previ
ously identified as being involved in stress response
(deoB, gst) or transcription regulation (rggC) and five
ORFs of unknown function. The tolerance of the eight
mutants to air-exposure, methyl viologen and H 20 2 was
studied. Real-time quantitative PCR was used to analyse
the transcript level of mutated genes and revealed that
most were down-regulated during oxidative stress.

Keywords Streptococcus thermophilus . Oxidative
stress' Real-time quantitative RT-PCR

Introduction

Streptococcus thermophilus is widely used as a starter
strain in the production of yogurt, Swiss-type cheeses
and Mozarella cheese. During the production or con
servation ofthese products, S. thermophilus is exposed to
potentially stressful environmental conditions, including
contact with oxygen. To thrive in such an environment,
S. thermophilus must possess defensive mechanisms
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B. Decaris . N. Leblond-Bourget (f8l)
Laboratoire de Génétique et Microbiologie,
UMR INRA 1128, IFR 110,
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against the deleterious effects of oxygen caused by the
production of reactive oxygen species.

The key enzymes of the oxidative stress response are
generally weil conserved throughout the bacterial world
(Koonin et al. 2000) and, as in other bacteria, strepto
cocci are equipped with superoxide dismutase (SOD),
NADH oxidase, peroxidase and glutathione reductase.
SOD activity represents the major mechanism of defence
against superoxide stress by converting superoxide an
ions to molecular oxygen and H 20 2 (Fridovich 1997).
Four types of SOD can be distinguished in bacteria,
depending on the metal cofactor (Cu-Zn, Fe, Mn or Ni).
Most streptococci possess only a MnSOD encoded by
the sodA gene (poyart et al. 2001; Jakubovics et al.
2002), whereas in S. pneumoniae two co-factored SOD
(MnSOD, FeSOD) have been found (Yesilkaya et al.
2000). To remove O2 , streptococci also utilise the action
of NADH oxidase or pyruvate oxidase (Gibson et al.
2000; Pericone et al. 2003). In S. mutans, two distinct
NADH oxidases have been identified, catalysing either
the two-electron reduction of O2 to H 20 2 (Noxl) or the
four-electron reduction of O2 to H 20 (Nox2; Higucru
et al. 1999).

In the genus Streptococcus, H 20 2 generated by SOD
or NADH oxidase is metabolised by various peroxidase
enzymes. For example, protection against H 20 2 and
organic peroxides in S. pyogenes involves a glutathione
peroxidase and an alkyl hydroperoxide reductase (King
et al. 2000) and, in S. parasanguis, a truol peroxidase
(Spatafora et al. 2002). Moreover, streptococci contain
Dpr that provides a means to tolerate H 20 2, by binding
free intracellular iron and thus inrubiting the Fenton
ehemistry-eatalysed formation of toxie hydroxyl radieals
(Yamamoto et al. 2000).

Streptococcus, however, laeks sorne proteins, such as
catalase and the global regulator OxyR, that have been
shown, through the analysis of multiple bacterial spe
cies, to protect against oxidative stress. Moreover, in
streptoeocei the pool of enzymes involved in oxidative
stress defence ean vary from one species to another. For
instance, the H 20 2 scavenger NADH peroxidase is



absent in S. pneumoniae (Hoskins et al. 2001; Tettelin
et al. 2001) and S. suis (Niven and Ekins 2001). Thus,
although the Streptococcus oxidative-stress defence
mechanism shares common characteristics with other
bacteria, it also provides a good model for novel oxi
dative stress response mechanisms in bacteria.

In order to better understand the ability of S. ther
mophilus to cope with reactive oxygen species, mutants
from the strain CNRZ368 were generated, screened and
characterised. In a previous study, menadione-sensitive
mutants were analysed and revealed that genes involved
in cell wall metabolism, exopolysaccharide transloca
tion, tRNA modification and iron metabolism also play
a role in cell survival during oxidative stress (Thibessard
et al. 2004). In this work, a genetic and phenotypic
analysis of menadione-resistant mutants is presented.

Materials and methods

Bacterial strains, plasmid and growth conditions

Bacterial strains used in this study were derived from
S. thermophilus CNRZ368 purchased from the INRA
CNRZ368 strain collection (Jouy en Josas, France).
Depending on the experiments, S. thermophilus
CNRZ368 and its derivatives were cultivated at 30°C or
42°C, in milk medium (for pre-cultures), TPPY (Brac
quart 1981) or M17 (Terzaghi and Sandine 1975) media.
When required, 2 Jlg/ml erythromycin was added.

The plasmid pGh9:ISSl (Maguin et al. 1996) used for
insertional mutagenesis served to generate recombinant
plasmids. E. coli ECI0l (Leenhouts 1995), a TGl-de
rived strain [supE hsd-5 thi !!..(lac-proAB) F' (traD6pro
AB+ lacfllacZ!!..M15)] containing the pWVOl repA
gene, was transformed with pGh9:ISSl and deriva
tives. The resulting transformants were selected at
37°C on Luria-Bertani medium containing 150 Jlg/ml
erythromycin.

Insertional mutagenesis and isolation
of menadione-resistant mutants

Mutagenesis with pGh9:ISSl and cloning of the chro
mosomal target of the plasmid were performed as de
scribed by Thibessard et al. (2002). The screening
procedure used to select menadione-sensitive and resis
tant mutants is detailed by Thibessard et al. (2004) and is
briefiy described below. Two experimental procedures
were performed, differing mainly in the length of men
adione exposure. For long-term menadione exposure,
mutant pre-cultures were inoculated onto M 17 agar
plates containing 2 Jlg/ml erythromycin and various
concentrations of menadione (0-120 Jlg/ml). Plates were
incubated for 20 h at 42°C. For short-term menadione
exposure, mutant pre-cultures were inoculated in liquid
TPPY medium and grown for 3.5 h at 42°C. Then, each
culture was exposed to various menadione concentra-
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tions (0-15 mg/ml). After 3 h incubation at 42°C, cells
were dropped on TPPY agar plates containing erythro
mycin and incubated for 20 h at 42°C. For each proce
dure, clones were considered resistant when they grew
on a plate on which less than 10% of the clones were
growmg.

General DNA techniques

DNA manipulations were performed according to
Sambrook et al. (1989). Sequencing was carried out with
the DNA sequencing kit (Applied Biosystems) on an
ABI Prism 377 genetic analyser (Applied Biosystems).
Sequence data were analysed with BLAST, ProDom, the
TIGRfam model, TMHMM and HMMTOP software.
DNA sequences obtained in this work were deposited in
GenBank under accession numbers from AY598747 to
AY598752.

RNA manipulation

To extract total RNA, S. thermophilus CNRZ368 was
cultivated in TPPY medium containing 200 mM MOPS
and incubated at 42°C to an optical density at 600 nm
(OD600) = 0.6. The culture was subdivided into three
aliquots. One was kept at 42°C without addition of
H20 2 (control experiment); and in the other two, 1 mM
H20 2 was added for 20 min or 45 min. Total RNA was
extracted with a guanidinium thiocyanate and phenol
chloroform step (Chomczynski and Sacchi 1987) using
the Tri-Reagent (Sigma-Aldrich). DNA-free RNA was
obtained by the action of DNase l (0.5 units/Jlg RNA)
for 15 min at 37°C. The absence of contaminating
genomic DNA was checked by PCR, directly on RNA
samples.

cDNA was generated from 2.5 Jlg of RNA by the
action of 100 units of MMLV-reverse transcriptase at
37°C for 60 min in the presence of hexamer oligonu
cleotide random primers at a concentration of 100 ng/JlI
(Amersham Pharmacia Biotech).

Primers for real-time RT-PCR (Table 1) were de
signed with Primer3 software and purchased from
MWG Biotech. Amplification of specific products was
performed with the iCycler (BioRad) with the following
program: 1 cycle at 50°C for 2 min, 1 cycle at 95°C for
10 min, 35 cycles at 95°C for 15 sand at 55°C for 1 min.
The amplification reactions were carried out with qPCR
Mastermix for Sybr Green l (Eurogentec) in a final
volume of 25 JlI containing reaction buffer (lx), a
1:66,000 dilution of Sybr Green l, 400 nM (each) for
ward and reverse primer, 10 nM fiuorescein and cDNA
template (83 ng or 28 ng, depending on the experiment).
A standard curve for efficiency of PCR determination
was plotted for each primer set with a seriaily diluted
cDNA template. Melting curve analysis was performed
with 0.5°C increments every 10 s from 55°C to 90°C
to check that the cDNA amplification did not lead to
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Table 1 Real-time RT-PCR primers

PCR Primer used for real-time RT PCR
template gene

Name Gene sequence

Idh Idh.F AAGCTATCCTTGACGATGAA
Idh.R AATAGCAGGTTGACCGATAA

osrA (deoB) osrA.F ACCCAACTTATGCTGGTACA
osrA.R AAATGTCCAACTGGAATCAA

osrB (gst) osrB.F GCGCAATTGTAGTTCTACTTG
osrB.R AAGGACATTCAAAGCTGTTCT

osrC (rggC) osrC.F ACTTGTTTTCTGCGGAATACT
osrC.R TCCGAACGATGACACATTT

osrD osrD.F ACCGTCGTGAATTTCTTAAA
osrD.R CTTGAACGATCCTGATTAGC

osrE osrE.F ACATGGTGTTTCTGGTAA
osrE.R TTCTCCAATTCAATGGTTGT

osrF osrF.F TTCGAATAGCTTCGGATTTA
osrF.R TAAGCCTCCAATAACAGCAT

osrG osrG.F TCCCAAATAGCCCAATAGTA
osrG.R ATAGGCGGGAACTCTCTAAA

osrH (orfP) osrH.F TGAGGATGACTCTGATGACA
osrH.R AAAGGCATCCTCTCCATAAT

secondary products. Quantification of tested gene
expression was done using the comparative MCt
method (Livak and Schmittgen 2001). Cycle threshold
(Ct) values were defined as the cycle number at which
the fluorescence exceeded a fixed threshold value above
the baseline.

Determination of tolerance to other oxidative stress

Exposure to air in liquid medium S. thermophilus and its
derivatives were grown in TPPY at 42°C to the sta
tionary phase. Each culture was divided into five parts.
Four of them were shaken (200 rpm) in a ratio of liquid
to air space of approximately 3/1 and the fifth was not
shaken (control experiment). Appropriate dilutions of
each aliquot were spread on TPPY. The fraction of
surviving colony-forming units (CFU) was calculated by
dividing the CFUIml count after growth under aerated
conditions by the CFUIml count for the control exper
iment.

Exposure to methyl viologen Overnight cultures in milk
medium were diluted 100-fold into TPPY. After 8 h
growth, cultures were diluted ISO-fold in fresh TPPY
medium, split and exposed to different concentrations of
methyl viologen (Sigma-Aldrich). After 14 h incubation
at 42°C, the OD600 was measured and the growth ratio
was determined by comparing the final OD obtained
with and without treatment.

Exposure to H20 2 Overnight cultures in milk medium
were diluted 1,000-fold in TPPY containing different
concentrations of H20 2. Following 14 h incubation at
42°C, the OD600 was measured and the growth ratio was
determined by comparing the final OD with and without
treatment.

Results

Selection of menadione-resistant mutants

A collection of 2,112 mutants was constructed by
insertional mutagenesis (Thibessard et al. 2002). Two
different procedures (see Materials and methods)
assessing resistance to menadione, a superoxide-gener
ating compound, allowed the selection of eight clones
exhibiting a menadione-resistance phenotype. These
clones were named osrA to osrH (for oxidative stress
resistance locus) and were further characterised.

Identification of genes involved in menadione-resistant
phenotype

Replicative transpositIOn of ISSl, carried by the
pGh9:ISSl plasmid, resulted in the integration of the
entire plasmid in the chromosome, flanked by two direct
copies of ISSI. Chromosomal targets of pGh9:ISSl
insertion were recovered on replicative plasmids as de
scribed by Thibessard et al. (2002) and sequenced. In
each case, the plasmid interrupted an ORF and the
corresponding sequence was used to establish DNA and
protein identity with database sequences.

Six out of the eight target gene products (OsrA to
OsrF) showed sequence similarities with proteins with
an E-value lower than 10-10 for BLASTX searches. The
last two sequences (OsrG, OsrH) showed no significant
identity to any database sequence. According to their
putative function, target genes were separated into four
classes (from 1 to IV) and renamed where relevant
(Table 2).

Class 1: genes already known to he involved
in lactic acid bacteria stress defence mechanism

The first class comprised osrA and osrB mutants, both
disrupted in ORFs whose products share homology with
proteins already involved in stress response.

The sequence disrupted in the osrA mutant encodes a
protein exhibiting 100% identity with DeoB from
S. thermophilus NCBF2393, and is renamed deoB. The
DeoB protein is a phosphopentomutase, that catalyses
the phosphotransfer between the CI and CS carbon
atoms of pentose. This enzyme is involved in the purine
salvage pathway and assimilation of exogenous free
bases or nucleosides from the environment (Nygaard
1993). In Lactococcus lactis deoB mutations confer
higher sensitivity to UV stress (Duwat et al. 1997) and
increased resistance to acid and heat stress, demon
strating the importance of purine metabolism in stress
defence (Rallu et al. 2000).

The disrupted ORF in the osrB mutant corresponds
to gst, a gene localised in ICE Stl, an integrative and
conjugative element of S. thermophilus CNRZ368
(Burrus et al. 2002). The Gst (OsrB) protein shows 33%



Table 2 Characterisation of osr ORFs. The definite gene name is in
brackets when applicable. Organism, gene name and, in brackets,
accession number and length are given for the protein sequence
showing the best alignrnent score. Percentage of identity and the
portion of the protein sharing this identity (numbers correspond to
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the arnino acid positions) are indicated for the protein showing the
best alignrnent score to each S. Ihermophilus Osr protein. Insertion
site corresponds to the deduced amino acid position of the pGh9:IS
Sl-generated disruption in the full-Iength protein showing the best
alignment score to the Osr proteins

Gene name Accession Gene encoding the most Amino acid Insertion Putative ORF function Class
number similar product identity site

osrA (deoB) AY598747 S. Ihermophi/us 98% (133-403) 133 Phophopentomutase
NCFB2393 deoB
(AAM93387,403)

osrB (gSI) AJ278471 Yersinia peslis g/IP 33% (9-403) 404 Proton/sodium-dicarboxylate
(AH0031, 438) symporter

osrC (rggC) AY598748 S. mulans rgg (AAN59160, 285) 57% (3-284) 242 Transcriptional regulator II
osrD AY598749 S. pneumoniae R6 sprl 179 78% (1-174) 48 Conserved hypothetical li

(AAK99982, 334) protein
osrE AY598750 Laclococcus /aclis 23% (3-399) 59 Conserved hypothetical

ORF00050 (T43121, 614) protein
osrF AY598751 P. horikoshü PH 1052 (H71098, 307) 35% (3-303) 169 Conserved hypothetical

protein
osrG AY598752 778 nt a IV
osrH (orfP) AJ278471 1317 nt a

aSequence analysed length (in nucleotides, nt) for the mutants showing no homology.

identity with a proton-glutamatejaspartate symport
protein from Yersinia pestis and with other proteins
belonging to the protonjsodium-dicarboxylate sym
porter protein family (SDF). Hydropathy profiles of
Gst, determined using TMHMM (Sonnhammer et al.
1998) and HMMTOP (Tusnady and Simon 1998), re
vealed the presence of ten trans-membrane regions, as
observed in proteins belonging to the SDF family
(Storck et al. 1992). The link between glutamate trans
port and stress response has already been suggested in
L. laetis (Rallu et al. 2000). The short intergenic region
and the lack of a rho-independent transcriptional ter
minator between osrB and the downstream ORF suggest
that these two ORFs form an operon. This adjacent
ORF corresponds to the already-named orfX gene of
ICE SU (Burrus et al. 2002) and encodes a protein
showing 49% identity with a hypothetical protein
BAC15033 from Oeeanobaeillus ihyensis. These proteins
belong to the RimK family, comprising a potential
alpha-L-glutamate ligase, whose function is to add glu
tamate residues to maturing proteins. Thus, gst and
orfX, like most operon-organised genes, seem to be in
volved in the same function: Gst could import glutamate
residues needed for OrfX activity.

Class II: gene involved in transeriptional regulation

In the osrC mutant, pGh9:ISSJ disrupted an ORF
(rggC2, 699 bp) whose hypothetical product shares 54%
identity with the C-terminal region of Rgg from S. mu
tans. This ORF is preceded by another ORF (rggC"
198 bp) in the same orientation, whose hypothetical
product shares 77% identity with the N-terminal part of
the same protein. This apparent frameshift was
confirmed by sequencing this region directly on the
S. thermophilus CNRZ368 chromosome. A putative
Shine-Dalgarno sequence 10cated 8 bp upstream of

rggC, was observed, suggesting this ORF was probably
translated. In constrast, no canonical Shine-Dalgarno
sequence-preceding rggC2 was detected. A full-length
protein (RggC) might be translated, implying a trans
lational or transcriptional frameshifting. This event
could occur between positions 136 and 144, where a 9
mer (TTT TIT TTT), could serve as a substrate, as
described by Larsen et al. (2000). The sequence of
RggC, displays a characteristic helix-turn-helix DNA
binding motif (Schell 1993) expected for Rgg-like pro
teins. These proteins constitute a family of transcrip
tional regulators that coordinate the expression of
various functions in Gram-positive bacteria.

Class III: genes of unknown funetion

The osrD mutant was found to be disrupted in a gene
encoding a putative protein that shares 78% identity
with the conserved hypothetical protein sprl179 from S.
pneumoniae R6. OsrD and spr1179 proteins show sig
nificant identity with predicted iron-dependent perox
idases belonging to the family of dye-decolorising (or
DyP-type) peroxidases. DyP peroxidases are character
ised by an atypical heme-binding region (Sugano et al.
2000). Sequence analysis of OsrD indicated the presence
of a twin-arginine translocation (TAT) signal sequence
followed by a membrane-spanning hydrophobic region.
The TAT domain allows translocation of a folded pro
tein with a bound cofactor across the membrane (Berks
et al. 2000). Analysis of the surrounding sequence in the
S. thermophilus LMG 18311 genome suggests that the
osrD gene and the downstream ORF are part of an
operon. This downstream ORF encodes a putative
lipoprotein involved in the transport of iron, necessary
for peroxidase activity. Thus, once again, both osrD and
the downstream ORF seem to contribute to the same
function.
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The OsrE protein shows 23% identity with a hypo
thetical protein encoded by the L. laetis pMRCO 1 plas
mid. These two proteins present a putative catalytic
domain typical of kinase protein.

The osrF product shows 33% identity with the
hypothetical protein PHI052 of the archaean, Pyroeoe
eus horikoshii.

Class IV: genes with no known homologue

No sequence identities were detected for the osrG and
osrH genes, which are thus considered as specifie to
S. thermophilus. Therefore, no hypothesis can be drawn
about their function. The osrH gene is carried by ICE
St1 from S. thermophilus CNRZ368 and was named
orfP by Burrus et al. (2002).

Menadione-resistant mutant growth rates

100

40

20 +---.--,--.---,--...---.--...-----,

Fig. 1 Survival of osr mutant and reference strains to air exposure.
During air exposure, ail strains are grown in TPPY liquid medium
at 42°C under agitation (200 rpm). Each experiment was performed
in triplicate and typical results are presented. The osrG mutant,
whose response was not reproducible, is missing in the graph. Filled
squares Reference strain, open circ/es deoB mutant, open triangles
gst mutant, grey circ/es rggC mutant, grey squares osrD mutant,
filled triangles osrE mutant,filled circ/es osrF mutant, open squares
orfF mutant

showed an increased survival compared with the refer
ence strain, ail of them displaying at least a 2-fold higher
resistance after a 320-min air exposure. Since survival
rates in the stationary phase without air exposure were
similar (see above), the observed difference may be due
to air resistance.

The survival of the mutants with various concentra
tions of methyl viologen (Fig. 2a) and H 20 2 (Fig. 2b)
was also estimated. The resistance phenotype of the osr
mutants with menadione was extended not only to an
other superoxide-generating compound (methyl violo
gen) but also to H 20 2. Four of the mutants (gst, rggC,
osrG, orfP) were markedly more resistant than the ref
erence strain, especially at high doses of both oxidising
compounds. Considering the spontaneous or catalysed
dismutation of superoxide radicals into H 20 2, the ob
served superoxide resistance of these mutants could be at
least partially due to H 20 2 resistance. Although they
also exhibited an increased resistance to both oxidising
agents, the osrD and osrE mutants survived less weil,
compared with the other strains. In contrast, deoB dis
played a strong relative resistance to methyl viologen
and only a weak resistance to H20 2, whereas osrF
showed a high resistance to H 20 2 and only a slightly
increased survival with methyl viologen. These data
suggest that DeoB and OsrF affect the sensitivity level
by two distinct pathways.

Air exposure time (min)
Growth rate is an important parameter for the industrial
use of S. thermophilus. In TPPY medium, seven out of the
eight mutants exhibited a doubling time similar to that of
the parental CNRZ368 strain (32.9 ± 2,1 min). Only the
deoB mutant grew faster (24.8 ± 2.8 min). Therefore,
these mutations do not negatively affect growth.

Entry into the stationary phase was also analysed for
the eight mutants. Only the deoB and orfP mutants
showed a delayed entry into the stationary phase
(OD600 = 1.94 ± 0.07, 1.95 ± 0.06, respectively), com
pared with the reference strain (OD6oo =1.66±0.11).
Under the conditions used, entry into the stationary
phase was caused by culture medium acidification. In
order to check whether such a delay could be correlated
with impairment of lactic acid production, the pH de
crease in the TPPY medium was monitored during
growth of both deoB and orfP mutants. Results of this
analysis showed no difference, compared with the ref
erence strain. This point suggested a better resistance of
deoB and orfP mutants to acid stress and was supported
by the pH values observed during entry into the sta
tionary phase (pH 4.98 for the reference strain, pH 4.78
for the deoB mutant, pH 4.82 for the orfP mutant).

Viability during the stationary phase in TPPY medium
was estimated for each mutant 2.5 h and 24 h after entry
into the stationary phase. The reference strain exhibited
23.7±3.9% and 0.31 ±0.14% survival after 2.5 h and
24 h, respectively. No significant difference could be
shown between mutant and reference strains. Thus, deoB,
gst, rggC, osrD, osrE, osrF, osrG and orfP gene integrity
was not essential for survival during the stationary phase.

Survival of menadione-resistant mutants
with other oxidising agents

The osr mutant survival with various oxidising agents
was examined. Survival curves of stationary-phase cells
exposed to air were compared (Fig. 1). The mutants

o 100 200 300 400



Fig. 2 Effects of oxidising
agents on the survival of S.
thermophi/us strains. AlI strains
were grown in TPPY liquid
medium supplemented with the
indicated concentration of a
methyl-viologen and b H 20 2.

The growth ratio was calculated
as the ratio of the OD6OQ
obtained with and without
oxidative stress exposure. To
obtain the resistance rate, the
growth ratio of each mutant
was divided by the growth ratio
of the reference strain. Each
experiment was done in
duplicate and typical results are
presented. The reference strain
OD600 was 0.72 without
oxidative stress and was,
respectively, 0.42, 0.33, 0.27
with 0.17, 0.69,1.38 mM
methyl viologen for the
experiment shown in a. The
reference strain OD6OQ was 1.10
without oxidative stress and
was, respectively, 0.46, 0.24,
0.11 with 0.6, 0.7, 0.8 mM
H20 2 for the experiment shown
in b
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Expression of osr genes under stress conditions

Real-time quantitative RT-PCR was used to analyse
changes in the levels of deoB, gst, rggC, osrD, osrE, osrF,
osrG and orfF gene transcripts after exposure to H20 2

for 20 min and 45 min in S. thermophilus CNRZ368.
The S. thermophilus ldh gene encoding lactate dehy

drogenase was used as a reference gene. To confirm that

ldh was constitutively expressed in the presence of H20 2,

the amount of ldh cDNA was measured in at least two
separate RT-PCR experiments with three independent
RNA samples from cells treated with H20 2 or not
treated (control experiment). No significant difference in
gene expression level was detected and the ldh gene was
then considered as a relevant reference. PCR efficiencies
were approximately the same for ail genes studied,
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ranging from 95% to 100% (data not shown). The
quantity of cDNA for each gene was normalised to the
quantity of ldh cDNA present in each RNA preparation
and was ranked relative to the quantity of cDNA in the
non-stressed conditions.

Transcripts were detected for each of the osr genes,
demonstrating that aIl the genes were active. The
transcriptional expression of these genes was analysed
in the absence or presence of 1 mM H20 2 at two dif
ferent exposure times (20 min, 45 min). During analy
sis, only 2-fold and better differences were considered
as significant. Following 45 min exposure, the deoB,
gst, osrD, osrE and osrF transcript levels were about 5
fold lower than in non-stress conditions and about 2
to 3-fold lower for the osrP gene (Table 3). Therefore,
these genes were down-regulated during oxidative
stress. For the rggC and osrG genes, the differences
were not significant.

Discussion

In this study, we identified eight novelloci involved in S.
thermophilus behaviour under various oxidative stress
conditions, named osr (for oxidative stress resistance). In
each case, the plasmid disrupted an ORF. Analysis of
the region surrounding the deoB, gst, osrD, osrE, osrF
and osrG genes suggests that these genes belong in
operons. Thus, the resistance phenotype of the corre
sponding disrupted mutants can be the result of inacti
vation of the listed genes or/and the result of a polar
effect on neighbouring genes. Nevertheless, genes clus
tered in operons are generally involved in a common
process and, from the sequence data available, the
operons disrupted in tms study do not seem to be an
exception. Thus, our mutants should be considered as
mutants impaired in a process rather than mutants of
one particular ORF. The link between the disrupted loci

Table 3 Relative osr gene expression under H20 2 stress. The MCt
method (Livak and Schmittgen 2001) was used to calculate gene
expression changes relative to the non-stressed condition, norrna
lised against ldh. For each assayed gene, a gene expression level of
100 was assigned for the non-stressed condition. Gene expression in
stress conditions was given as a fraction of the expression level in
the non-stressed condition. The amount of each cDNA was mea
sured in two separate RT-PCR experiments with independent RNA
samples

Gene name Relative gene expression

omin 20 min 45 min

deoB 100 13.6±4.5 16.2±3.3
gsl 100 34.0± 17.3 19.8± 1.2
rggC 100 69.6±22.4 59.1±22.7
osrD 100 l7.2±8.9 13.8±2.3
osrE 100 30.1 ± 17.6 6.4± 1.5
osrF 100 19.6± 12.8 13.6±0.1
osrG 100 55.8 ±44.0 58.8±64.2
orfP 100 63.8± 10.8 35.8 ± 11.7

and behaviour under oxidative stress conditions is dis
cussed below.

deoB (encoding a phosphopentomutase) was previ
ously shown in L. lactis to be involved in defence against
various stress conditions, e.g. UV (Duwat et al. 1997),
acid and thermal (Rallu et al. 2000). Moreover, disrup
tion of deoD, potentially co-transcribed with deoB,
confers increased heat tolerance in S. thermophilus
(Varcamonti et al. 2003). A common feature of deoB and
deoD mutations is the modulation of the guanine
nucleotide pool involved in the biosynthesis of
(P)ppGpp. This molecule, known to be involved in the
stringent response, is proposed to play a role in other
stress-signal transduction by Duwat et al. (1999) and
Rallu et al. (2000). The deoB disruption could lead to an
increased ppGpp level, as shown for a S. thermophilus
deoD mutant (Varcamonti et al. 2003). Such a ppGpp
increase would induce a constitutive pre-adapted state,
wmch could explain stress resistance.

In S. thermophilus CNRZ368, disruption of gst led to
an oxidative stress-resistant phenotype and transcription
of this gene was down-regulated under oxidative stress.
The involvement of glutamate in stress response has
already been reported in L. lactis (Rallu et al. 2000).
Moreover, in S. mutans, the transcription of genes in
volved in glutamate synthesis (aconitase hydratase, iso
citrate dehydrogenase, citrate synthase) is repressed
under acid and osmotic stresses (Chia et al. 2001). It is
possible that glutamate acts as a stress sensor, a reduc
tion of its concentration inducing stress resistance,
maybe via the establishment of astringent response.
Furthermore, the gene downstream of gst, orfX, belongs
to the RimK family whose E. coli member adds gluta
mate residues to maturing proteins. The E. coli rimK
gene has already been linked to oxidative stress defence
in different studies (Kang et al. 1989; Zheng et al. 2001),
although its action in stress response is still not deter
mined.

The rggC gene, encoding a Rgg-like transcriptional
regulator, contains a frameshift mutation. The produc
tion of a full-length RggC protein could arise by a re
coding event, requiring either a ribosome or R A
polymerase slippage to an alternative frame in a region
composed of nine thymines, as observed in the Thermus
thermophilus dnaX gene (Larsen et al. 2000). Thus, dis
ruption of the rggC2 ORF could abolish RggC full
protein production. The Rgg-like protein family consists
of activators and/or repressors that are, so far, confined
to Gram-positive bacteria (Chaussee et al. 2001; Rawl
inson et al. 2002) and are involved in the regulation of
various functions (Sulavik and Clewell 1996; Chaussee
et al. 1999). However, this study involves for the first
time a Rgg-like protein in oxidative stress response.
RggC probably acts in regulating, and more probably in
repressing, the expression of oxidative-stress defence
genes.

The last five genes are of unknown function. An
oxidative stress-resistant phenotype can now be linked to
the disruption of these genes. Moreover, the recognition



of specifie domains allows the formulation of sorne
hypotheses regarding their function and localisation.
The OsrD protein sequence contains an iron-dependent
peroxidase domain. The neighbouring gene encodes a
predicted lipoprotein involved in iron transport neces
sary for the peroxidase activity. In the mutant disrupted
in this locus, the inactivation of the putative peroxidase
could result in an increased level of reactive oxygen
species, which could lead to a constitutive pre-adapted
state. Such astate would improve survival under oxi
dative stress conditions. The osrD phenotype could also
be explained by a depletion of intracellular iron con
centration, reducing the catalysis of the Fenton reaction
(and consequently the reactive oxygen species produc
tion) and thus increasing cell survival.

Determination of the expression level of the studied
genes under oxidative stress conditions indicated that
most of them (deoB, gst, osrD, osrE, osrF, orfP) are
down-regulated. The ratios in gene expression in the
absence and presence of H20 2 range from 2 to 15. Small
variation in gene expression seems to be a common
feature in streptococci (Smoot et al. 2001; Voyich et al.
2003), suggesting a complex level of regulation in these
organisms. Moreover, it would appear that S. thermo
phi/us modulates gene expression in response to the cell
oxidation state, probably thanks to proteins capable of
sensing and responding to such signais. The osr genes
could form part of an oxidative-stress response regula
tion, which regulator(s) might be a PerR homologue
(King et al. 2000; Ricci et al. 2002), RggC or another
unidentified regulator.
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Abstract - Eight mutants of Streptococcus thermophilus CNRZ368 presenting a menadione
resistant phenotype were selected and the locus mutated in each mutant was identified. Among these
clones, 5 were disrupted in a gene of unknown function, 2 were impaired in genes involved in
cellular metaboüsm and the last one (the mutant 15H7) was disrupted in rgg encoding a putative
transcriptional regulator. To determine if rgg could be a key regu1ator of the superoxide defence of
S. thermophilus, the 15H7 mutant was further characterised. The results from our work indicate that
the rgg gene, mutated in the 15H7 genome, is a pseudogene composed of 2 ORFs (rggA and rggB)
that are potentially translated in two different frames. Moreover, transcription analysis
demonstrated the existence of a transcript containing rggA, rggB and orf2. Construction of LlrggA,
LlrggB and orf2 mutants and their phenotypic analysis confirmed the invo1vement of rggA and rggB
in the oxidative stress response. The question of the role of the pseudogene rgg is still open.

Streptococcus thermophilus / oxidative stress / Rgg-like transcriptional regulator

Résumé - Caractérisation de mutants résistants au stress oxydant chez Streptococcus
thermophilus CNZR368: implication d'un régulateur transcriptionnel putatif de type Rgg.
Huit mutants de Streptococcus thermophilus CNRZ368, présentant un phénotype de résistance à la
ménadione ont été sélectionnés et le locus muté a été identifié pour chacun d'eux. Parmi ces clones,
5 sont interrompus dans un gène de fonction inconnue, 2 sont mutés dans des gènes impliqués dans
le métabolisme cellulaire et un autre (15H7) est interrompu dans le gène rgg codant potentiellement
un régulateur transcriptionnel. Afin de déterminer si rgg est un régulateur majeur de la défense
contre le stress superoxyde le mutant 15H7 a été plus amplement étudié. Les résultats de notre
travail indiquent que le gène rgg, muté dans le génome de 15H7, est un pseudogène composé de
deux ORF (rggA and rggB) potentiellement traduites dans deux phases de lecture différentes. De
plus, l'analyse transcriptionelle démontre l'existence d'un transcrit englobant rggA, rggB et orf2.
La construction des mutants LlrggA, LlrggB et orf2 ainsi que l'analyse de leur phénotype confirme
l'implication de rggA et rggB dans la réponse contre le stress oxydant. La question concernant le
rôle du pseudogène rgg est toujours ouverte.
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1. INTRODUCTION

S. thermophilus is a Gram-positive bac
terium with low G+C content that belongs
to the group of lactic acid bacteria (LAB).
Due to their ability to metabolise sugar in
lactic acid, these microorganisms are com
monly used in dairy factories as starters of
fermentation of yoghurt and are involved
in the process of ripening of cheeses.

S. thermophilus CNRZ368 is considered
to be an anaerobic aerotolerant microorgan
ism. Although this bacterium grows more
slowly in the presence of oxygen (growth
rate = 40 min) than in its absence (growth
rate = 27 min), itcan survive in the presence
ofoxygen [20). The ability ofS. thermophilus
to survive in the presence of oxygen pre
sumably results from the existence of a
defence mechanism that helps cells to elim
inate reactive oxygen species (ROS) and to
repair damage [21]. Data concerning the
ability of lactic acid bacteria to survive in
the presence of oxidative stress are scarce.
In the literature, the existence ofantioxidant
enzymes is reported in Streptococcus gen
era [1, 7,9,14,25). Moreover, the existence
of PerR, an oxidative stress-responsive
repressor is reported in Streptococcus pyo
genes [9, 15]; nevertheless, the global net
work of oxidative stress regulation in strep
tococci remains to be elucidated.

On the contrary, the oxidative stress
response of aerobic organisms such as
E. coli is weil documented. This response
necessitates antioxidant enzymes involved
in the detoxification of cells and repair of
enzymes necessary to eliminate damage. In
E. coli, two networks of proteins can be
induced depending on the reactive oxygen
species: superoxide radicals induce the
SoxR/S regulon, whereas the OxyR/S reg
ulon is induced in the presence of hydro
gen peroxide (for a review see [17]). These
two regulons are partially overlapping.
Although the presence of genes homolo
gous to oxyR and soxR is a characteristic
shared by many bacteria, other regulatory
proteins have also emerged through evolu
tion. Among them are PerR [15], sigma(B)
and OhrR [8] and cffRsrA that are

involved in the response against H20 2 and
superoxide radicals, respectively [12, 13].

To identify the genes involved in the oxi
dative stress response of S. thermophilus
CNRZ368, a collection of mutants was gen
erated and screened for the menadione
resistant phenotype. This work allowed the
identification of eight loci potentially
involved in the mechanism of superoxide
tolerance: among them is the locus rgg,
described in the literature as a transcrip
tional regulator [2, 3, 18, 19].

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Bacterial strains and growth
conditions

S. thermophilus CNRZ368 and E. coli
TG 1 were purchased from the INRA
CNRZ strain collection (Jouy-en-Josas,
France) and from Stratagene (Amsterdam,
The Netherlands), respectively. The ther
mosensitive plasmids pGhost9 and
pGhost9:ISSl were u ed [11]. They carry
an erythromycin resistance gene and a ther
mosensitive origin of replication. Depend
ing on the experiment, S. thermophilus
CNRZ368 was cultivated in TPPY or Ml7
media. For selection of menadione-resistant
clones, plates containing TPPY medium
supplemented with menadione (concentra
tion going from 1 to 1201-J.g·mL-1) were
used. E. coli TG 1 cultures were grown on
Luria-Bertani medium.

2.2. Cloning of the fragments
flanking the chromosomal
insertion site

Cloning of the fragments flanking the
pGhost9:ISSl insertion locus was done as
previously described by Thibessard et al.
[23] and allowed the identification of the
mutagenised site of each mutant.

2.3. General DNA techniques,
DNA sequencing and analysis

Isolation of genomic or plasmidic DNA,
agarose gel electrophoresis, restriction
enzyme digests, Southem hybridisation,
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PCR, DNA ligation and E. coli transforma
tion were carried out as described in [16].
Sequencing was done as previously
described in [22].

2.4. Construction of S. thermophilus
mutants

S. thermophilus mutants were con
structed via allelic replacement. The LlrggA
and LlrggB mutants presented a chromo
somal deletion of the residues 14 to 41 of
RggA and of the residues 106 to 207 of
RggB, respectively. The mutant orf2 pre
sented 2 stop mutations affecting the fust
two residues of the protein.

2.5. RNA preparation, RT-PCR
and Northem analysis

Total RNA was extracted from
S. thermophilus with a single guanidinium
thiocyanate step and phenol-chloroform
extraction by using Tri-Reagent (Sigma,
Saint-Quentin-FaIlavier, France). In the
RNA preparation, possible contaminating
DNA was eliminated by the action of
DNaseI. cDNA was generated from 2.5 jlg

of RNA reverse transcribed with MMLV
reverse transcriptase and hexamer oligonu
c1eotide random primers (Amersham Phar
macia Biotech, Freiburg, Germany). For
Northern hybridisation analysis, template
RNA samples (30 jlg) were electrophoresed
into a denaturing (i.e. formaldehyde) agar
ose gel and transferred to a HybondN+
(Amersham Pharmacia Biotech) according
to the manufacturer's instructions. Digoxi
genin-labeIled transcripts complementary
to rggB were used as a probe. These rggB
transcripts were synthesised in vitro using
the TI promoter RNA polymerase system
carried by the pBKS-rggB vector. The latter
was constructed by c10ning a 533 bp inter
nai fragment of rggB in the pBKS vector.
Hybridisation and detection procedures
were done according to the manufacturer's
instructions (Roche Molecular Biochemi
cals, Meylan, France).

2.6. Sensitivity to oxidising agent

The sensitivity of CNRZ368 derivatives
to oxidative stress was checked on expo
nentially growing cells (OD600 = 0.6) by the
addition of menadione (l to 20 mg·mL-1).
The cells were left in contact with menadi
one for 3 h. Aliquots of the culture were
diluted in TPPY, and appropriate dilutions
plated on TPPY agar plates to determine
ceIl viability. The plates were stocked in
jars containing a GENbox anaer system
(bioMérieux, Marcy l'Étoile, France) pro
viding hypoxic conditions, and colonies
were counted after 20 h of incubation. The
percentage of surviving CFU was deter
mined by comparing viability with or with
out treatment. AH experiments were per
formed in triplicate.

3. RESULTS

3.1. Identification of genes disrupted
in S. thermophilus menadione
resistant mutants

To identify the genes implicated in the oxi
dative stress response of S. thermophilus, a
collection of mutants, constructed by inser
tional mutagenesis using pGhost9:ISSJ,
was screened for the tolerance of the clones
to menadione (a superoxide radical gener
ating molecule). Among the 2112 clones,
eight were selected for their increased
resistance to menadione and were further
characterised. For each mutant, the dis
rupted locus was c10ned and sequenced.
Sequence analysis aHowed the grouping of
these 8 mutants into 3 classes (Fig. 1). The
first c1ass assembled the mutants 7H3,
13BI2, 14H11, 15H8 and lIC1, that were
disrupted in genes of unknown function.
For the last clone IlCl, the disrupted
gene was specific to the genome of
S. thermophilus. The second class brought
together the mutants 6H7 and 16ClO, that
were mutagenised in genes involved in cel
lular metabolism. The mutant 6H7 was
impaired in a gene encoding DeoB, a protein
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Unknown function
• 7H3 ..... spr1179 frOID Streptococcus pneumoniae
• 13B12 orf50 froID Lactococcus lactis
• 14H11 APOOOO4 frOID Pyrococcus horilroschii
• 15H8 orfP frOID Streptococcus thermophilus
·llC1

Cellular IDetabolisID
• 6H7 ..... deoB frOID Streptococcus thermophilus
• 16ClO ..... gst frOID Streptococcus thermophilus

Oxidative stress

TranscriI!tional regl:!lator

rgg frOID Streptococcus mutans

Figure 1. Classification of the menadione-resistant mutants according to tbeir putative function.
The best bomologous gene for ORF clisrupted in CNRZ368 mutants is indicated for each clone after
the arrows.

involved in purine metabolism. The mutant
16ClO was affected in gst, that encodes a
putative proton-glutamate symport protein.

The third class included the mutant
15H7, that was disrupted in a gene, homol
ogous to a putative transcriptional regulator
of Streptococcus mutans, encoding a pro
tein belonging to the Rgg-like family. To
determine the role of the rgg locus in mena
dione tolerance and to understand the mech
anism ofregulation ofS. thermophilus oxida
tive stress response, we decided to focus our
research on the mutant 15H7.

3.2. Characterisation of the locus
disrupted in the mutant 15H7

3.2.1. Identification ofthe rgg locus

Figure 2A shows a scheme of the three
ORFs, named rggA, rggB and 012, identi
fied within the nucleotide sequence tlank-

ing the pGhost9:ISSl insertion locus of the
genome of 15H7. The rggA ORF poten
tially encoded a protein of 65 residues that
showed 77% identity with the putative tran
scriptional regulator Rgg of S. mutans. The
232 arnino acid residues potentially encoded
by rggB presented 56% identity with the
same putative transcriptional regulator Rgg
of S. mutans. Thus, the homology of the
Rgg protein from S. mutans began with the
protein RggA and continued with the pro
tein RggB of S. thermophilus in the frame
+1. These data indicate that the rgg gene
disrupted in the mutant 15H7 is a pseudog
ene. Finally, 012 potentially encoded a pro
tein of35 residues presenting no homology
with sequences present in the databases.

The search for transcriptional signais
allowed the identification of a potential
promoter composed of an extended -10
sequence located 61 pb upstream of the
start codon of rggA. Moreover, a putative
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Figure 2. Organisation of the r88 locus of S. thermophilus C RZ368. (A) The solid line
symbolises the S. thermophilus genomic DNA. ORFs are indicated as open arrows. The black
arrowhead indicates the insertion site of pGh9:ISSl within the genome of the 15H7 mutant. The
open tlag indicates the putative promoter and the putative rho-independent terminator is
represented as a hairpin loop. Grey boxes symbolise the homologous region between r88 from
S. thermophilus and from S. mutans: the percentage of amino acid identity is indicated below the
double arrows. Primers used for RT-PCR experiments are indicated. The expected size of the PI
P2 and P3-P4 PCR fragments is 310 pb and 265 pb, respectively. (B) Gel electrophoresis showing
the RT-PCR products obtained using the primers PI-P2 and P3-P4.

rho-independent terminator consisting of a
10 pb stem and a 3 pb loop was seen down
stream of the stop codon of 012. Located
8 pb upstream of rggA was a potential
Shine-Dalgamo sequence, suggesting that
this gene is likely to be translated. On the
contrary, no Shine-Dalgarno sequence pre
ceded rggB, thus rendering improbable the
synthesis of RggB alone.

3.2.2. Transcriptional organisation
ofthe rgg locus

Northern blot analysis performed with a
RNA probe complementary to rggB
revealed a strong band of approximately

1200 nucleotides (data not shown). To
deterITÙne which ORFs were included in
this transcript, RT-PCRanalyses werecarried
out. cDNA generated from S. thermophilus
CNRZ368 RNA were used in PCR experi
ments (Fig. 2B). Primers Pl and P2 were
designed to verify the presence of a tran
script going from rggA to rggB and P3 and
P4 to determjne the existence of a transcript
going from rggB to 012. In both cases, a
PCR product of the expected size (310 pb
and 265 pb, respectively) was amplified.
These data suggested the existence of one
transcript including rggA, rggB and 012.
Thus, the rgg locus showed an operonjc
structure.
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CNRZ368
L1 rggA

10 20 30
Menadione (mg.mL-l )

CI\"'RZ368
----- L1rggB

10 20 30
Menadione (mg.mL- I )

CNRZ368
orf2

10 20 30

Menadione (mg.mL-l )

Figure 3. Survival of the L1rggA, L1rggB and orf2 mutants in the presence of increasing
concentrations of menadione. Cells grown overnight in milk medium were diluted a hundred-fold
into fresh TPPY medium. At OD600 = 0.6, samples of the culture were treated with menadione for
3 h. Cells were diluted and plated on TPPY solid medium and then incubated for 20 h in jars.
Colony forming units (CFUs) were then counted and the percentages of sUfviving CFUs were
estimated relative to non-treated samples. AlI these experiments were done in triplicate. Results of
typical experiments are presented here.

3.2.3. Involvement ofthe rgg locus
in S. thermophilus oxidative
stress response

The results from our analysis indicated
that impairment of a pseudogene, com
posed of rggA and rggB, resulted in an
increased tolerance of S. thermophilus to
menadione. To gain insight into the involve-

ment of the rgg locus in the oxidative stress
defence, a series of mutants (L1rggA, L1rggB
and 012) was constructed via allelic
replacement. The L1rggA and L1rggB mutants
presented a deletion of 43% and of 44% of
the total protein, respectively. The mutant
012 carried 2 stop mutations.

The ability ofthese 3 mutants to survive
in the presence of increasing concentrations
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of menadione was tested and compared
with that of the wild-type strain. As shown
in Figure 3, the LlrggA mutant showed an
increased ability to survive in the presence
of menadione compared with the wild-type
whereas the ability of the LkggB clone to
tolerate menadione was reduced. Moreover,
no difference in behaviour was seen for the
mutant 012 and the wild-type strain. These
data suggest that rggA and rggB are both
involved in S. thermophilus response to
oxidative stress. However, their exact role
in this mechanism remains to be solved. In
contrast, 012 does not seem to play a role
in the survival of S. thermophilus submit
ted to oxidative stress.

4. DISCUSSION

The dairy organism, S. thermophilus, is
continuously exposed to stress conditions
generated during industrial processes. To
identify the mechanisms that confer tolerance
to ROS, we isolated menadione-resistant
strains by insertional mutagenesis. This
study reports thecharacterisation of8 genes
involved in S. thermophilus CNRZ368 0,0
dative stress defence. According to their
putative function, these genes were classi
fied into 3 groups. The first class, which
contains 5/8 genes, brings together genes of
unknown function. Thus, the strategy used
in this work allowed the identification of
new genes involved in oxidative stress: a
phenotype of superoxide resistance can
now be assigned to their disruption. The
second class groups genes implicated in
cellular metabolism: deoB encodes a phos
phopentomutase that is involved in the
purine salvage pathway, whereas gst is a
potential glutamate-proton transporter.
Both pathways are known to be connected
with stress responses. In Lactococcus lactis,
the deoB mutation confers multiple stress
resistance on the cell [5, 6]. In S. mutans,
genes encoding enzymes responsible for
glutamate synthesis are repressed in acid
and thermal stress [4]. All these results
reveal that cellular metabolic pathways are

intimately related to stress response and
that the flux of particular metabolites are
likely to be implicated in stress response in
LAB. The last class contains a transcrip
tional regulator that belongs to the family of
Rgg-like proteins. These are DNA-binding
proteins including a helix-turn-helix (HTH)
motif at their N-terminal end. Rgg-like pro
teins are only found in Gram-positive
bacteria belonging to the Streptococcus,
Lactococcus, Lactobacillus and Listeria
genera. These regulators are reported to
stimulate positively or negatively the tran
scription of numerous genes of different
functions [3].

Our work describes for the first time the
involvement of a Rgg-like protein in oxi
dative stress response. Moreover, it asks
the question of how the pseudogene rgg,
disrupted in the mutant 15H7, can influ
ence the tolerance of ROS. To address the
question of whether RggA or RggB or both
were involved in stress response: both
L1rggA and L1rggB mutants were constructed
and their ability to respond to menadione
was checked. The results of these analyses
indicated that both RggA and RggB are
implicated in o,odative stress defence.
Taking into account the lack of visible
RBS sites downstream of rggB, the inde
pendent synthesis of RggB seems improb
able. An alternative hypothesis concerns
the synthesis of a RggAB protein that
wouId be generated by frameshifting.
Sequence analysis of the region overlap
ping the rggA and rggB ORFs revealed the
presence of a frameshift mutation within
the sequence TIT TIT TIT. One T-dele
tion would abolish the frameshift mutation
and restore the proper rgg ORF. In the lit
erature, frameshift mutations (and particu
larly transcriptional frameshifting) are
known to arise in sequences composed of
multiple thymine or adenine [10, 24]. Such
events can result eitherfrom DNA
polymerase slippage during replication, or
may require RNA polymerase slippage
(transcriptional frameshift) or ribosome
slippage (translational frameshift). It is now
important to know if such a frarneshifting
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event couId appear in S. thermophilus, and
if so, if it could be stimulated by environ
mental conditions (for instance, by the
presence of oxidative molecules). To fully
understand the role of Rgg in the oxidative
stress response, the characterisation of the
genes regulated by this protein and impli
cated in stress defence would be essential.
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Résumé

La génération de nouvelles fonctions dans le monde bactérien peut résulter de la fonnation
de protéines par réassortiment de domaines. L'isolement d'un mutant de Streptoeoeeus
thermophilus C RZ368 présentant un phénotype de longues chaînes de cellules a permis
d'identifier le gène ese (pour fell segregation). Ce gène code une protéine extracellulaire dont
la structure modulaire est superposable à sa constitution chimérique. Les données acquises
suggèrent que Cse aurait été générée par réassortiment de domaines: elle resulterait en effet
de la fusion du domaine LysM de la protéine SIP au domaine CHAP de la protéine PcsB. La
protéine Cse est fonctionnelle puisqu'elle est impliquée dans la ségrégation cellulaire. En
effet, l'absence du gène ese entraîne une augmentation du nombre de cellules par chaîne.

AI' inverse de la plupart des exemples décrits dans la littérature, le caractère chimérique
est détectable à l'échelle nucléique. En effet, contrairement à la région 5' du gène ese, sa
région 3' présente de fortes identités (93%) avec l'extrémité 3' du gène pesB du même
génome. Par conséquent, il a été possible d'émettre une hypothèse concernant la localisation
des bornes du réarrangement à l'origine de la formation du gène ese. Il semble que le site de
fusion des fragments de gènes soit localisé à l'intérieur d'une région de faible complexité et
riche en répétitions, située dans la région centrale du gène ese. L'analyse de cette région
centrale, appelée var-ese, chez différentes souches de S. thermophilus, montre qu'elle est
variable. Dans le but de déterminer l'influence de la variabilité de cette région sur l'activité de
ségrégation cellulaire de la protéine Cse, l'allèle var-ese d'une souche de S. thermophilus a
été remplacé par celui d'une autre souche. Ce remplacement de séquences aurait peu ou pas
d'influence sur l'activité de ségrégation cellulaire de la protéine Cse. Ainsi, le site de fusion
des deux fragments de gènes formant ese serait localisé dans la région var-ese, dont la
fonction tolère d'importantes modifications de sa séquence.

ous proposons que la présence, dans les gènes, de régions variables et de faible
complexité favorise la génération de nouvelles protéines actives par réassortiment de
domaines. Leur présence augmenterait la probabilité pour que les points de fusion des
fragments de gènes ne soient pas localisés à l'intérieur des modules, séquences codant les
domaines protéiques. Leur existence augmenterait ainsi la probabilité de réassortir des
domaines tout en respectant leur intégrité.

Mots Clés: Streptoeoeeus thermophilus, ségrégation cellulaire, gène chimérique, création de

gènes, variabilité génétique, répétitions
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